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ADC konjugati protiteles z učinkovino (ADC, ang. antibody-drug 
conjugate) 
 
AGS vrsta celične linije adenokarcinoma na želodcu (ang. 
adenocarcinoma gastric cell line) 
ang. angleško 
Ar aromatski obroč 
ATF4 aktivacijski transkripcijski faktor 4 (ang. activating transcription 
factor 4) 
ATR reduciran popolni odboj (ang. attenuated total reflectance) 
CT prenos naboja (ang. charge transfer) 
CTL ali ctl kontrolna skupina (ang. control group) 




DNK deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
DTT ditiotreitol 
ekv. molski ekvivalent 




 FBS fetalni goveji serum (ang. fetal bovine serum) 
FDA Zvezni urad za hrano in zdravila (ang. Food and Drug 
Administration) 
FKKT UL Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani 
GAPDH gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza (ang. glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase) 
HCT116 vrsta celične linije raka na črevesju 
hept heptet 
hex heksan 
HRMS masna spektrometrija visoke ločljivosti (ang. high resolution mass 
spectrometry) 
IC50 ali EC50 koncentracija, pri kateri učinkovina inducira 50 % maksimalnega 
učinka 
 
IC75 koncentracija, pri kateri učinkovina inducira 75 % maksimalnega 
učinka 
 
Inserm U1113 Nacionalni inštitut za zdravje in medicinske raziskave, Enota 1113, 
Strasbourg, Francija (francosko: Institut national de la santé et de la 
recherche médicale, Unité 1113, Strasbourg, France) 
 
IR infrardeča 
KP1019 indazolijev trans-[bis-1H-indazol(tetraklorido)rutenat(III)] 




mRNK informacijska ribonukleinska kislina (ang. messenger ribonucleic 
acid) 
MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid 
   
 NAMI-A imidazolijev  
trans-[1H-imidazolo(tetraklorido)dimetilsulfoksidorutenat(III)] 
NaOAc natrijev acetat 
(N)KP1339 natrijev trans-[bis-1H-indazol(tetraklorido)rutenat(III)]  
NMR jedrska magnetna resonanca (ang. nuclear magnetic resonance 
spectroscopy) 
NP-40 nonilfenoksi polietoksiletanol 
NUGC3 vrsta celične linije želodčnega adenokarcinoma 
p pentet 
p53 tumorje zavirajoči protein (ang. tumor suppressor protein) 
PAINS spojine, ki povzročijo interference v velikem številu bioloških 
testov (ang. pan-assay interference compounds) 
 
PBS solna raztopina fosfatnega pufra (ang. phosphate buffered saline) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
PS antibiotik: penicilin in streptomicin 
PTA 1,3,5-triaza-7-fosfaadamantan 
RAED rutenijeve arenske spojine z 1,2-etilendiaminom 
RAPTA kompleks rutenija z arenom in pta (ang. ruthenium arene pta 
complex) 
RM175 [Ru(η6-bifenil)Cl(en)]PF6 
RPMI 1640 medij Roswell Park Memorial Institute 1640 
ROS reaktivne kisikove zvrsti (ang. reactive oxygen species) 
RuCYM para-cimen(diklorido)rutenij(II) dimer 
s singlet 
SDS natrijev dodecil sulfat (ang. sodium dodecyl sulfate) 
   
 s. t. sobna temperatura 
SW480 vrsta celične linije raka na črevesju 
t triplet 
TEMED N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin 
TG pufer, ki vsebuje Tris in glicin (ang. Tris-Glycine buffer) 
TLC tankoplastna kromatografija 
TLD1433 rutenijev (II) kompleks, ki je v kliničnih raziskavah za uporabo v 
fotodinamični terapiji 
TOF čas preleta ionov (ang. time of flight) 
Tris tris(hidroksimetil)aminometan 
UV-Vis ultravijolično in vidno območje (ang. ultraviolet-visible) 
   
 Sinteza in biološka aktivnost rutenijevih koordinacijskih 
spojin z izbranimi O,O-, N,O- in N,N-veznimi ligandi 
 
Povzetek: 
Bioanorganska kemija se ukvarja s sintezo koordinacijskih spojin z biološko 
aktivnostjo. Primer takšne spojine je cisplatin, ki se že od 70. let prejšnjega stoletja 
uporablja kot kemoterapevtik za zdravljenje rakavih obolenj. V želji po boljši 
učinkovitosti in manjšem številu stranskih učinkov se po svetu raziskujejo nove 
koordinacijske spojine kovin prehoda s protitumorsko aktivnostjo, kar je bil tudi namen 
mojega magistrskega dela. 
Sintetizirala sem nove rutenijeve(II) komplekse z β-diketoni kot O,O-veznimi ligandi, 
8-hidroksikinolini kot N,O-veznimi ligandi in derivati pirazolilpiridina kot N,N-veznimi 
ligandi. Sintetizirane spojine sem okarakterizirala z metodami spektroskopije NMR, 
masne spektrometrije, infrardeče in UV-Vis spektroskopije ter elementne analize CHN. 
Pridobila sem tudi kristale treh kompleksov za rentgensko strukturno analizo. Da bi 
ovrednotila biološko aktivnost izbranih kompleksov, sem opravila teste citotoksičnosti z 
MTT na treh celičnih linijah raka na želodcu, kjer je ena izmed spojin dosegla vrednost 
IC50 = 0,8 µM. Metoda prenosa Western je pokazala, da spojini z najboljšo 
citotoksičnostjo sprožita stres endoplazemskega retikuluma ter na ta način omejujeta 
rast in razmnoževanje rakavih celic. 
 
Ključne besede: rutenijevi(II) kompleksi, dvovezni ligandi, protitumorska aktivnost. 
 
   
 Synthesis and biological activity of ruthenium coordination 
compounds with selected O,O-, N,O- and N,N-binding ligands 
 
Abstract: 
One of the main topics of bioinorganic chemistry is the synthesis of coordination 
compounds with biological activity. An example of such compounds is cisplatin, which 
has been used as a chemotherapeutic drug in cancer treatments since the 1970s. In order 
to acquire better efficacy and smaller levels of side effects, research groups worldwide 
are focusing on coordination compounds of transition metals as new potential drugs, 
which was the field of research for my Master thesis. 
I have synthesized new ruthenium(II) complexes with β-diketones as O,O-binding 
ligands, 8-hydroxyquinolines as N,O-binding ligands and pyrazolylpyridine derivates as 
N,N-binding ligands. The synthesized compounds were characterized with NMR 
spectroscopy, mass spectrometry, infrared and UV-Vis spectroscopy, and elemental 
analysis. Crystals of three complexes were analysed with X-rays. With an aim to 
evaluate biological activity of nine selected complexes, MTT cytotoxicity assays was 
performed on three different gastric cancer cell lines, where one of the complexes 
reached IC50 as low as 0,8 µM. Furthermore, the results of Western blot technique 
showed that the two compounds with the best cytotoxicity have an impact on the  
ER-stress pathway, and can in that way limit cancer cells growth and proliferation. 
 








1.1 Rakava obolenja in nekateri mehanizmi teh bolezni 
Rak označuje veliko skupino bolezni, ki lahko prizadenejo katerikoli del telesa. Ena 
izmed značilnih karakteristik teh bolezni je hitra in nenadzorovana rast telesu lastnih, a 
nenormalno spremenjenih celic, ki se lahko razširijo v druge organe, kar imenujemo 
metastaziranje ali zasevanje, to pa je glavni razlog smrtnosti pacientov z rakom[1]. 
Rakave celice se ne diferencirajo za specifične funkcije tako kot zdrave celice in se zato 
lahko nenadzorovano množijo. Poleg tega lahko ignorirajo signale, ki sprožijo celično 
smrt ali apoptozo, in celo vplivajo na zdrave celice tako, da sprožijo nastanek novih 
krvnih žil okrog tumorja. Te ga oskrbujejo s hranilnimi snovmi in kisikom ter tako še 
olajšajo njegovo rast[2].  
V letu 2018 je bilo po svetu 18,1 milijon novih primerov raka, zaradi te bolezni pa je 
umrlo 9,6 milijonov ljudi, kar predstavlja šestino vseh smrti na našem planetu. S tem so 
bolezni raka postavljene na drugo mesto med najpogostejšimi vzroki smrti. 
Najpogostejši razlog smrti med rakavimi obolenji so pljučni rak (1,76 milijonov smrtnih 
primerov), rak debelega črevesja in danke (862.000 smrtnih primerov), rak želodca 
(783.000 smrtnih primerov), rak jeter (782.000 smrtnih primerov) in rak dojk (627.000 
smrtnih primerov). 
Rak je genetska bolezen in nastane z večstopenjsko preobrazbo normalnih, zdravih 
telesnih celic v tumorske celice, kar je posledica genetske predispozicije posameznika in 
treh vrst zunanjih dejavnikov: 
 fizikalni karcinogeni, npr. ultravijolično in ionizirajoče sevanje 
 kemični karcinogeni, npr. aflatoksini v hrani, spojine v tobačnem dimu 
 biološki karcinogeni: okužbe z določenimi virusi (npr. humani papiloma virus, 
virusa hepatitisa B in C), bakterijami ali s paraziti[1]. 
V iskanju potencialnih zdravil proti raku strokovnjaki preučujejo mehanizme nastanka 
in delovanja te bolezni, da bi odkrili tiste procese in signalne poti, katerih spremembe bi 
najbolj učinkovito vplivale na celični cikel rakavih celic in tako onemogočile njihovo 
nadaljnje razmnoževanje.  
Programirana celična smrt ali apoptoza je pomemben proces, ki ga v normalnih celicah 
lahko sprožijo ekstrinzični oz. zunajcelični in intrinzični oz. znotrajcelični signali, ko je 
to potrebno. Ekstrinzična oz. zunanja signalna pot se sproži preko receptorjev smrti v 
slabih življenjskih pogojih (npr. pomanjkanje hranil, rastnih faktorjev, neustrezna 
temperatura) ali zaradi prisotnosti specifičnih dejavnikov smrti. Intrinzično oz. notranjo 
signalno pot, ki se začne v mitohondriju, pa lahko sproži poškodba celice. Tak signal se 
sproži, če pride do nepopravljive poškodbe deoksiribonukleinske kisline (DNK, ang. 
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deoxyribonucleic acid), povzroči pa aktivacijo kaspaz, ki razkrojijo celične strukture, 
kar vodi v celično smrt. V rakavih celicah takšni mehanizmi ne delujejo pravilno, zato 
te celice ne odmrejo[3, 4]. 
Gene, ki so največkrat vpleteni v nastajanje raka, delimo v dve skupini: onkogeni 
spodbujajo delitev celic, tumorje zavirajoči geni (ang. tumor suppressor gene) pa prek 
svojih produktov zavirajo nekontrolirano delitev tumorskih celic s poškodovanim 
dednim materialom. Inaktivacija tumorje zavirajočih genov je vzrok za odsotnost 
aktivnega proteina, ki bi lahko nadzoroval celični cikel in preverjal pravilnost 
podvojene DNK. Najpomembnejšo funkcijo med temi geni ima gen p53, ki kodira 
protein p53, ta pa vpliva na regulacijo celičnega cikla, aktivacijo popravljalnih 
mehanizmov na poškodovani DNK in aktivacijo apoptoze, če popravljalni mehanizmi 
niso uspešni[3, 5]. 
 
Rakave celice v času razvoja neizogibno doleti stres. Z rastjo tumorja imajo celice v 
notranjosti tvorbe namreč omejene količine kisika, glukoze in aminokislin. Ti pogoji 
vplivajo na procese anabolizma in katabolizma, kar povzroči oksidativni stres. Še 
povečana proliferacija rakavih celic pa poveča potrebe po sintezi proteinov do te mere, 
da je prekoračena zmožnost endoplazemskega retikuluma (ER), da zvija proteine. To se 
odraža v akumulaciji napačno zvitih proteinov, kar vodi v tako imenovani stres 
endoplazemskega retikuluma (ER-stres). Tumor lahko raste naprej le, če se uspešno 
prilagodi vsem tem spremembam, za kar je pomemben aktivacijski transkripcijski faktor 
4 (ATF4, ang. activating transcription factor 4), ki spodbuja in omogoči homeostazo 
metabolizma, saj regulira presnovo aminokislin, redoks okolje celice in odzive na 
stres[6-9]. V nekaterih primerih, npr. ko je obdobje ER-stresa daljše, pa lahko ATF4 
deluje tudi proapoptotično[10, 11]. Vplivi ATF4 na regulacijo signalnih poti povezanih 
z ER-stresom in učinkovine, ki ta stres sprožijo, so zato pomembno področje 
raziskovanja za namene odkrivanja različnih možnosti zdravljenja rakavih obolenj, še 
posebej ker so v primerjavi z zdravimi rakave celice bolj občutljive na povišane ravni te 
vrste stresa[11, 12]. Poleg tega pa bi spojine, ki povzročajo ER-stres, lahko obšle 
mehanizme odpornosti rakavih celic, ki so značilni za nekatera zdravila za raka[13]. 
 
1.2 Zgodovina zdravljenja raka 
Najstarejša oblika zdravljenja rakavih obolenj je kirurška odstranitev tumorja[14]. Že 
prvi zapisi o raku, ki segajo v stari Egipt 1500 let pr. n. št., kažejo na to, da so bili 
površinski tumorji kirurško odstranjeni na podoben način kot danes. A ker so bili 
tumorji pogosto odkriti prepozno in so v času do operacije že zasevali drugod po telesu, 
so se znaki bolezni navadno kmalu vrnili. V 19. stoletju so se zato kirurgi Halsted, 
Bilroth in Handley pri pacientkah z rakom na dojki začeli posluževati radikalne 
mastektomije, pri kateri so v želji, da bi raka povsem izkoreninili, odstranili čim več 
tkiv okrog tumorja, tudi bezgavke, a se tudi tako obsežne operacije niso vedno izkazale 
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za uspešne, kar je pozneje pojasnil Paget s svojo hipotezo o širjenju tumorskih celic v 
druga tkiva[15, 16]. Bolj racionalni kirurški posegi so še danes najpogostejša oblika 
zdravljenja – okrog 60 % onkoloških bolnikov je operiranih, takšno zdravljenje pa je 
pogosto kombinirano še z drugimi oblikami[14]. 
Konec 19. stoletja so bili odkriti rentgenski žarki, ki so se kmalu začeli uporabljati v 
diagnostiki in zdravljenju raka pod imenom radioterapija. Visokoenergijsko lokalizirano 
ionizirajoče sevanje poškoduje DNK celic in s tem upočasni njihovo rast ali povzroči 
njihovo smrt. Te lokalne metode je v procesu zdravljenja še danes deležna približno 
polovica onkoloških bolnikov[15, 17]. 
Za zdravljenje bolezni, ki ni več omejena na en organ, saj se je že razširila po 
organizmu, je nepogrešljivo sistemsko zdravljenje, ki vključuje zdravljenje s 
kemoterapijo, biološkimi zdravili ali kombinirano zdravljenje. Večina 
kemoterapevtikov deluje predvsem na delitev celic, biološka – tarčna zdravila pa na 
molekule, ki nastanejo samo v rakavih celicah ali pa je njihovo izražanje v rakavih 
celicah spremenjeno[3]. Med najsodobnejše pristope v zdravljenju rakavih obolenj 
spadata uporaba konjugatov protiteles z učinkovino (ADC, ang. antibody-drug 
conjugate)[18] in imunoterapija[19], slednja tudi z uporabo informacijske 
ribonukleinske kisline (mRNK, ang. messenger ribonucleic acid)[20]. 
Pomembna pridobitev na področju kemoterapije je bilo Rosenbergovo naključno 
odkritje cisplatina oziroma cis-diamindikloridoplatine(II) v 60. letih 20. stoletja. 
Rosenberg je med preučevanjem vpliva električnega polja na rast bakterij odkril, da je 
celična delitev inhibirana zaradi prisotnosti nizkih koncentracij spojine, ki je nastala 
med reakcijo na platinastih elektrodah[21]. Ker je ta spojina, imenovana cisplatin, 
izkazala citotoksičnost na različnih celičnih linijah raka, je postala zanimiva za 
raziskovalce v razvoju zdravil. Že v 70. letih prejšnjega stoletja je ameriški Zvezni urad 
za hrano in zdravila (FDA, ang. Food and Drug Administration) odobril njeno uporabo 
v zdravljenju rakavih obolenj, kar je okrepilo zanimanje za kovinske spojine kot 
potencialna zdravila proti raku[22]. 
Aktivnost cisplatina temelji na njegovi transformaciji po vstopu v celico. V citoplazmi 
se kloridni ioni cisplatina izmenjajo z vodnimi molekulami. Produkt je močan elektrofil, 
ki lahko reagira z različnimi nukleofili, in je 1.000-krat bolj reaktiven od samega 
cisplatina. Cisplatin se veže na N7-reaktivni center purinskih ostankov DNK v rakavih 
celicah in tako ustavi celično delitev ter povzroči celično smrt. Še en pomemben 
mehanizem cisplatina pa je oksidativen stres. Cisplatin sproži nastajanje reaktivnih 
kisikovih zvrsti (ROS, ang. reactive oxygen species), ki poleg poškodb DNK povzročijo 
tudi apoptozo preko intrinzične in ekstrinzične signalne poti. Zelo povišane vrednosti 
ROS pa lahko povzročijo tudi nekrozo rakavih celic. Že omenjena hidrolizirana oblika 
cisplatina na celice učinkuje tudi z motnjo homeostaze kalcija in inhibicijo celičnega 
dihanja. A ker ima uporaba cisplatina resne stranske učinke zaradi nefrotoksičnosti, 
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kardiotoksičnosti in hepatotoksičnosti, se je razvoj novih učinkovitejših in varnejših 
zdravil nadaljeval[22]. Po celem svetu se poleg cisplatina danes uporabljata še 
karboplatin in oksaliplatin, v določenih državah pa so odobreni tudi nedaplatin (na 
Japonskem), heptaplatin (v Koreji) in lobaplatin (na Kitajskem). Strukture zdravilnih 
učinkovin na osnovi platine so prikazane na Sliki 1[23]. Za vse te učinkovine je 
značilno, da imajo aminske ligande in delujejo kot predzdravila, kar pomeni, da morajo 
v celicah labilne ligande učinkovin nadomestiti molekule vode, preden se lahko te 
spojine vežejo na DNK in vplivajo na njeno funkcijo[24]. 
 
 
Slika 1: Zdravilne učinkovine na osnovi platine(II). 
 
Poleg kvadratno planarnih platinskih(II) spojin se kot predzdravila preučujejo tudi 
oktaedrične platinske(IV) spojine. Ker imajo takšne spojine dve vezavni mesti več, se 
lahko tja vežejo nanodostavni sistemi ali pa biološko aktivni ligandi. Za slednje se kot 
osnova uporabljajo cisplatin, karboplatin ali oksaliplatin, aksialni ligandi pa so lahko 
inhibitorji histon deacetilaze, ciklooksigenaze, p53 in kazein kinaze 2[25, 26]. 
Kot potencialne učinkovine za zdravljenje raka se raziskujejo še mnogi drugi kompleksi 
kovin prehoda, npr. spojine na osnovi rutenija[27, 28], kobalta, bakra, paladija[28], 





1.3 Rutenij in njegove spojine kot potencialna zdravila  
Rutenij je prehodni element srebrne barve, ki spada v 8. skupino in 5. periodo 
periodnega sistema elementov. Njegovo vrstno število je 44, relativna molekulska masa 
101,07, elektronska konfiguracija pa [Kr]4d75s1. Najbolj stabilna oksidacijska stanja so 
+2, +3 in +4, možna po so tudi nekatera druga[33]. Ostale fizikalno-kemijske lastnosti 
so prikazane v Tabeli 1. 
 
Tabela 1: Fizikalno-kemijske lastnosti rutenija[33, 34]. 
atomski radij [pm] 134 
kovalentni radij [pm] 146 ± 7 
ionski radij za Ru8+ [pm] 36 
gostota [g/cm3] 12,41 
temperatura tališča [°C] 2.334 
temperatura vrelišča [°C] 4.150 
magnetna susceptibilnost [cm3/g] 0,427 
 elektronegativnost (po Paulingu) 2,2 
 
Rutenij je kot nov element prvi prepoznal Gottfried Osann leta 1828, kljub temu pa 
odkritje pripisujemo Karlu Klausu, ki je ugotovil in dokazal, da je bil Osannov vzorec 
nečist. Klaus je zato leta 1844 iz rutenijevega oksida izoliral čisti rutenij. Element je bil 
poimenovan po latinskem imenu za Rusijo, Ruthenia. V naravi se rutenij pojavlja 
skupaj z ostalimi kovinami platinske skupine (platina, rodij, paladij, osmij, iridij). V 
Zemljini skorji ga najdemo v količinah okoli 0,001 mg/kg. Dodaja se ga platini in 
paladiju za večjo trdoto, odpornost proti koroziji in oksidaciji. Zlitine rutenija in 
paladija se uporabljajo v nakitu in zobozdravstvu[33, 35]. 
Rutenijeve spojine so zelo zanimive kot katalizatorji, uporabljajo so namreč za 
asimetrično katalizo reakcij hidrogenacije. Za razvoj takšnih reakcij so K. Barry 
Sharpless, Ryoji Noyori in William S. Knowles prejeli Nobelovo nagrado za kemijo leta 
2001[36, 37]. Katalitska aktivnost določenih rutenijevih spojin je bila pomemben aspekt 
tudi v raziskavah Roberta H. Grubbsa, ki je za svoje delo na področju katalize reakcij 
olefinov skupaj z Yvesom Chauvinom in Richardom R. Schrockom prejel Nobelovo 
nagrado za kemijo leta 2005 za razvoj metode metateze v organski sintezi[38]. 
V elektroniki se rutenij uporablja za proizvodnjo elektronskih čipov, v kemijski 
industriji pa v anodah za pridobivanje klora. Ker lahko rutenijevi kompleksi dobro 
absorbirajo svetlobo vidnega spektra, se uporabljajo v proizvodnji sončnih celic. 
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Rutenijeve spojine so predmet mnogih obširnih biomedicinskih raziskav za namene 
razvoja diagnostike in zdravljenj predvsem rakavih obolenj[39]. 
Prednosti uporabe rutenijevih koordinacijskih spojin oz. kompleksov v razvoju zdravil 
so: 
 zanesljiva sinteza stabilnih kompleksov s strukturo, ki jo lahko predvidimo, 
 možnost spreminjanja afinitete ligandov, 
 vedno večji nabor informacij o bioloških učinkih rutenijevih spojin[40], 
 aktivnost proti rakavim celičnim linijam, ki so odporne proti cisplatinu, 
 manj stranskih učinkov, 
 boljša selektivnost, 
 glede na vezavo z biološkimi molekulami je rutenij podoben železu[41]. 
Z namenom odkrivanja novih zdravilnih učinkovin se največ raziskujejo rutenijevi(II) 
in rutenijevi(III) kompleksi, saj sta ti dve oksidacijski stanji najbolj stabilni. 
Termodinamske in kinetične stabilnosti rutenijevih(III) kompleksov so nižje od 
stabilnosti rutenijevih(II) kompleksov, zato se v fiziološkem okolju zaradi nizkih 
koncentracij kisika, kislega pH in visokih koncentracij glutationa rutenij(III) navadno 
reducira do rutenija(II), kar pa je zaželeno, saj v takem oksidacijskem stanju nastopi 
protitumorsko delovanje teh kompleksov[42]. Rutenijevi(III) kompleksi torej delujejo 
kot predzdravila. Kljub mnogim novim sintetiziranim spojinam po svetu pa so klinične 
raziskave dosegli le naslednji rutenijevi kompleksi: NAMI-A in KP1019 oz. njegova 
natrijeva sol (N)KP1339 kot kemoterapevtiki ter TLD1433 kot fotoobčutljivec 
(fotosenzibilizator, ang. photosensitizer) v fotodinamični terapiji[43]. 
Prvi rutenijev kompleks, ki je bil odobren za klinična testiranja je bil imidazolijev  
trans-[1H-imidazol(tetraklorido)dimetilsulfoksidorutenat(III)] ali NAMI-A (Slika 2), 
prvič sintetiziran v raziskovalni skupini prof. Alessia[42-46]. Gre za oktaedričen 
kompleks rutenija(III) s kloridom, imidazolom in dimetilsulfoksidom (DMSO), ki ima 
veliko izvenceličnih tarč za razliko od cisplatina, ki deluje na DNK. Eden izmed glavnih 
mehanizmov, s katerim NAMI-A dosega antiangiogenske učinke, je odstranjevanje 
dušikovega oksida NO, ki ga NAMI-A veže na mestu, kjer je bil prej vezan DMSO. S 
tem blokira procese potrebne za angiogenezo, na to pa vpliva tudi z zaviranjem 
množitve endotelnih celic. Po obetavnih rezultatih predkliničnih študij je spojina 
NAMI-A leta 2008 vstopila v klinične študije, a se je izkazalo, da njeni stranski učinki 
kot npr. gastrointestinalne motnje, nevtropenija (nenormalno znižanje števila 
nevtrofilcev – vrste belih krvničk v krvi) in zvišane vrednosti jetrnih encimov, preveč 
vplivajo na kvaliteto življenja pacientov, zato je bila umaknjena iz nadaljnjih kliničnih 





Slika 2: Struktura spojine NAMI-A. 
 
Naslednja rutenijeva spojina, ki je dosegla klinična testiranja, je bila KP1019 ali 
indazolijev [trans-tetraklorobis(1H-indazol)rutenat(III)], sintetizirana v skupini prof. 
Kepplerja[42, 49]. Spojini NAMI-A je podobna v tem, da ima kloridne ligande in 
oktaedrično geometrijo (Slika 3)[43]. Ker so bile nadaljnje raziskave omejene zaradi 
njene nizke topnosti, se v kliničnih testiranjih zdaj uporablja njena bolj topna natrijeva 
sol (N)KP1339[42]. (N)KP1339 povzroči povišanje koncentracije ROS v celicah in 
spreminja redoks ravnotežje, s čimer vpliva na celični cikel. Poleg tega inducira 
apoptozo preko ekstrinzične poti, z vplivom na redoks homeostazo pa posredno vpliva 
tudi na endoplazemski retikulum in njegove proteine[43]. 
 
 
Slika 3: Spojini KP1019 in (N)KP1339. 
 
Kot kemijsko sredstvo v novih inovativnih metodah fotodinamične terapije se za 
zdravljenje nemišičnih invazivnih oblik raka na mehurju klinično že raziskuje spojina 
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TLD1433 z rutenijem(II) kot kovinskim centrom in oktaedrično koordinacijo (Slika 4). 
Fotodinamična terapija deluje tako, da svetloba določene valovne dolžine (pri TLD1433 
je to 525 nm) aktivira molekule fotoobčutljivca v tumorskem tkivu, ta pa sproži 
reakcije, pri katerih nastanejo ROS, kar povzroči apoptozo tumorskih celic[41, 50]. 
 
 
Slika 4: TLD1433. 
 
Rutenijevi(II) kompleksi, katerih protitumorska aktivnost se obširno raziskuje, imajo 
pogosto psevdooktaedrično koordinacijo, pri kateri so okrog rutenijevega(II) 
kovinskega centra razporejeni arenski ligand (npr. cimen, toluen, benzen) in še dva ali 
trije enovezni ali dvovezni ligandi (na Sliki 5 označeni z X, Y in Z), tako da ima celotna 
struktura konformacijo klavirskega stolčka (ang. piano stool)[41, 43, 51, 52]. 
 
 
Slika 5: Konformacija klavirskega stolčka. 
 
Pomembni skupini takšnih kompleksov so spojine RAPTA (ang. ruthenium(II) arene 
PTA complexes) in RAED – rutenijeve arenske spojine z 1,2-etilendiaminom kot 
ligandom. Slednje se vežejo na DNK in tvorijo adukte z gvaninom, kar omogoča 
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njihovo citotoksičnost. Primer take spojine je RM175 (Slika 6)[41]. RAPTA so spojine, 
ki imajo poleg dveh kloridnih ligandov še arenski ligand in fosfinski ligand  
1,3,5-triaza-7-fosfaadamantan (PTA). Nekatere izmed teh spojin izkazujejo 
antimetastatsko ali pa proapoptotično delovanje[41, 53]. 
 
 
Slika 6: RM175 (levo) in RAPTA (desno). 
 
1.4 Diketoni, pirazolilpiridini in hidroksikinolini kot ligandi 
Atomi ligandov, ki donirajo elektrone v koordinacijsko vez, so lahko atomi dušika, 
kisika, žvepla, ogljika in fosforja ter omogočajo vezave različnih zvrsti, npr. aminov, 
heterociklov, halidov, diketonov, acetonitrila, izonikotinamida in fosfinov na kovinske 
ione[43, 54]. 
Zanimivi in pogosto uporabljeni dvovezni ligandi so β-diketoni. To so organske spojine 
z dvema karbonilnima skupinama, povezanima z metilensko skupino. Za te spojine je 
značilna keto-enolna tavtomerija, pri kateri sta v ravnotežju ketonska in enolna oblika 
spojine. Proton med karbonilnima skupinama je kisel, zato se ga lahko odcepi že s šibko 
bazo. Tako dobimo negativno nabito zvrst (Slika 7), ki se prek kisikovih atomov veže 
na kovinski center, tako da nastane psevdoaromatski obroč[55, 56]. Tak tip spojin je 
sintetizirala in preučevala raziskovalka Sara Seršen, kot monodentatni ligand pa je poleg 
klorida uporabila tudi PTA. Pokazala je, da večina spojin, ki jih je preučevala, 
selektivno učinkuje na rakave celice (tudi tiste, ki so odporne proti cisplatinu), niso pa 






Slika 7: Keto-enolna tavtomerija in deprotonacija β-diketonov. 
 
Takšen strukturni element ima tudi kurkumin (Slika 8) – spojina, ki se že stoletja 
uporablja v kitajski in indijski tradicionalni medicini, raziskave moderne medicine pa so 
potrdile njegovo protirakavo in protimikrobno delovanje[57]. In vitro testi dokazujejo 
tudi biološko aktivnost oziroma citotoksičnost rutenijevih kompleksov z derivati 
kurkumina – kurkuminoidi[58-60]. 
 
 
Slika 8: Kurkumin. 
 
Velika slabost kurkumina kot kandidata v bioloških testiranjih je ta, da interferira s 
signali v meritvah velikega števila bioloških testov in lahko s tem povzroči lažno 
pozitivne rezultate, zato ga uvrščamo v skupino spojin s skupnim imenom PAINS (ang. 
pan-assay interference compounds)[61]. To lastnost je mogoče obiti s spremembo 
strukture spojine, npr. z vezavo na kovino ali z derivatizacijo[62]. Zanimiv primer 
derivatizacije karbonilnih skupin β-diketonov je reakcija s hidrazini, pri kateri nastanejo 
pirazoli[63], če pa z β-diketonom reagira 2-hidrazinopiridin, kot produkt dobimo 
pirazolilpiridin (Slika 9), ki je primeren N,N-vezni ligand za kovine prehoda, saj se 
lahko preko dveh dušikov atomov veže na kovinski center. Tako dobimo novo serijo 
kompleksov, pri katerih lahko zaradi drugačne vezave liganda pričakujemo drugačen 
električni naboj, drugačne fizikalne in kemijske lastnosti, spremenjeno aktivnost 
kovinske zvrsti in posledično tudi drugačne mehanizme delovanja v celici. 
 
 




Tudi 8-hidroksikinolin (Slika 10) in njegovi derivati so primerni ligandi za 
rutenijeve(II) komplekse, saj se njihova deprotonirana oblika enostavno veže na 
kovinski ion preko kisikovega atoma hidroksilne skupine in preko dušikovega atoma iz 
aromatskega obroča. Kot samostojne spojine imajo antinevrodegenerativno, 
antioksidantno, protimikrobno, protirakavo in protivnetno aktivnost, preučuje pa se tudi 
protirakava aktivnost tovrstnih spojin, vezanih v rutenijeve komplekse[64, 65]. V 
zadnjih letih so člani raziskovalne skupine prof. dr. Turela sintetizirali mnogo 
hidroksikinolinov z različnimi substituenti (halogeni, NO2-skupina, metilna skupina) in 
v sodelovanju z drugimi raziskovanimi skupinami ovrednotili njihove biološke 
aktivnosti[65-68]. Zelo zanimive rezultate je dosegla rutenijeva spojina s kliokinolom  
(8-hidroksi-5-kloro-7-jodokinolinom). Raziskave so pokazale, da ima ta kompleks 
antiproliferativno aktivnost v nekaterih levkemičnih celičnih linijah. Dokazana je bila 
tudi večja citotoksičnost kompleksa v primerjavi s samim ligandom kliokinolom[65]. 
Nadaljnje raziskave so pokazale, da rutenijev kompleks s kliokinolom inhibira  
katepsin B in tako zmanjša širjenje tumorskih celic v in vitro pogojih[66].  
 
 
Slika 10: 8-hidroksikinolin. 
 
V okviru magistrskega dela sem želela nadaljevati dosedanje delo raziskovalne skupine 
prof. dr. Turela na področju sinteze in nadaljnjih bioloških raziskav kompleksov z 
omenjenimi ligandi, zato sem sintetizirala rutenijeve(II) komplekse s substituiranimi  









Namen magistrskega dela je bila sinteza novih rutenijevih(II) kompleksov s potencialno 
biološko aktivnostjo. Ligandi, uporabljeni za sintezo, spadajo v skupine spojin, ki so v 
dosedanjih raziskavah izkazale zanimive rezultate na področju razvoja zdravilnih 
učinkovin bodisi kot samostojne spojine bodisi kot ligandi v kompleksih kovin 
prehoda[27, 65, 69]. 
Za sintezo sem kot O,O-vezne ligande uporabila izbrane β-diketone, kot N,O-vezne 
ligande sem uporabila izbrane 8-hidroksikinoline, kot N,N-vezne ligande pa izbrane 
pirazolilpiridine. V vseh kompleksih sta kot liganda prisotna tudi kloridni ion in  
para-cimen, ki da spojinam obliko polsendvičastega kompleksa (ang. half-sandwich 
complex). Trije različni tipi sintetiziranih kompleksov, ki se razlikujejo glede na vezavo 




Slika 11: Splošne strukturne formule treh tipov sintetiziranih rutenijevih kompleksov. 
 
Uporabljeni β-diketonski ligandi imajo podobne strukturne značilnosti kot kurkumin, ki 
ima širok spekter farmakoloških učinkov[58]. Želela sem preveriti, kakšne biološke 
aktivnosti bodo imeli rutenijevi kompleksi s kurkuminu strukturno sorodnimi β-diketoni 
in njihovimi pirazolilpiridinskimi derivati, zato sem kot ligande uporabila takšne 
spojine, ki se razlikujejo po dolžini verige med aromatskima obročema in substituentih 
na njih.  
Tudi 8-hidroksikinolini, uporabljeni kot ligandi, imajo različne substituente in sicer 
različno dolge alifatske verige, ki dajo spojinam lipofilen značaj, ter klor.  
Sintetizirane spojine so bile ustrezno okarakterizirane s tehnikami jedrske magnetne 
resonance (NMR, ang. nuclear magnetic resonance), infrardeče spektroskopije, 
spektroskopije v ultravijoličnem in vidnem območju valovnih dolžin (UV-Vis, ang. 
ultraviolet-visible), masne spektrometrije visoke ločljivosti (HRMS, ang. high 








Slika 12: Uporabljeni dvovezni ligandi. L-A je ligand, ki je bil uporabljen za sintezo kompleksa 
A, L-B za sintezo kompleksa B in tako analogno naprej. 
 
Namen magistrskega dela je bilo tudi preučevanje biološke aktivnosti izbranih 
sintetiziranih spojin, s čimer sem se ukvarjala v okviru praktičnega usposabljanja 
Erasmus+ v raziskovalni skupini prof. dr. Gaiddona na francoskem Nacionalnem 
inštitutu za zdravje in medicinske raziskave Inserm U1113 v Strasbourgu v Franciji. 
Opravila sem teste citotoksičnosti na dvo- in trodimenzionalnih kulturah celičnih linij 




3 EKSPERIMENTALNI DEL  
3.1 Materiali 
Za sintezo kompleksov B, C in D sem uporabila ligande L-B, L-C in L-D, ki jih je 
prispeval prof. dr. B. Šket s Katedre za organsko kemijo Fakultete za kemijo in 
kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani (FKKT UL), za sintezo kompleksov E, F, G, 
H, I, J in K pa sem uporabila ligande L-E, L-F, L-G, L-H, L-I, L-J in L-K, izolirane v 
skupini prof. dr. Vougioukalakisa z Univerze v Atenah. Ligand L-A, ki sem ga 
uporabila pri sintezi kompleksa A, sem sintetizirala sama po postopku iz literature z 
nekaj prilagoditvami[70]. Ostale uporabljene kemikalije so prikazane v Tabeli 2. 
 













devteriran kloroform CDCl3 Eurisotop   
dietil eter C4H10O Honeywell ≥99,5 Et2O 
diklorometan CH2Cl2 Honeywell >99,9 dcm 
heksan C6H14 Honeywell >99 hex 
heptan C7H16 Honeywell >99  
kalijev heksafluorofosfat KPF6 Sigma   





natrijev acetat NaO2C2H3 Merck 99 NaOAc 







silikagel SiO2 Merck   
 
Biološki del magistrskega dela sem opravljala v laboratorijih francoskega nacionalnega 
inštituta Inserm U1113. V celičnem laboratoriju sem uporabljala celične linije AGS, 
NUGC3 in KATO-III dobavitelja ATCC. Kemikalije in ostali materiali so navedeni v 




Tabela 3: Kemikalije in ostali materiali uporabljeni za biološki del magistrske naloge. 
ime proizvajalec okrajšava 
absolutni etanol VWR Chemicals EtOH 
raztopina 40 % akrilamid/Bis Solution 
37,5:1 
Bio-Rad  
amonijev persulfat Bio-Rad  




ditiotreitol Euromedex DTT 
dimetilsulfoksid VWR Chemicals DMSO 
solna raztopina fosfatnega pufra 
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline 
10X 
Dominique Dutscher PBS 
fetalni goveji serum (ang. fetal bovine 
serum) 
Gibco FBS 
4x Laemmli Sample Buffer Bio-Rad  
lestvica proteinov: Protein ladder (ref. 
06P-0111) 
Euromedex  
Luminata Crescendo Western HRP 
Substrate 
Milipore  
Luminata Forte Western HRP 
Substrate 
Milipore  
medij Roswell Park Memorial Institute 
1640 (w/L-Glutamine) 
Gibco in Dominique Dutscher RPMI 1640 
metanol VWR Chemicals MeOH 
mleko v prahu Bio-Rad  
10 % natrijev dodecil sulfat Euromedex SDS 
natrijev klorid Euromedex NaCl 
natrijev resazurin Sigma  
nitrocelulozna membrana, Amersham 
Protran 0,45 µm 
GE Healthcare  
NP-40 IGEPAL Sigma-Aldrich  
primarna protitelesa proti aktinu 
(mišja; C4, MAB1501) 
Chemicon/Millipore  
primarna protitelesa proti ATF4 
(podganja; W16016A) 
BioLegend  
primarna protitelesa proti GAPDH 
(zajčja) 
Inserm U1113  
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primarna protitelesa proti p53 (mišja; 
DO-1: sc-126) 
Santa Cruz Biotechnology  
2-propanol VWR Chemicals  
mešanica inhibitorjev proteaz Protease 
Inhibitor Cocktail Complete (ref. 
11697498001) 
Roche  
reagent za določitev proteinov z 
Bradfordovo metodo: Protein Assay 
Dye Reagent Concentrate 
Bio-Rad  
sekundarna oz. proti-mišja protitelesa: 
ECL horseradish peroxidase mouse 
IgG HRP linked whole AB, NXA931 
Amersham GE  
sekundarna oz. proti-podganja 
protitelesa: ECL Rat IgG, HRP-linked 
whole antibody (from goat), NA935 
Amersham GE  
sekundarna oz. proti-zajčja protitelesa: 
ECL Rabbit IgG, HRP-linked whole 
Ab (from donkey), NA934 
Amersham GE  
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin Bio-Rad TEMED 
pufer Tris-Glycine Euromedex TG 10X 
tris(hidroksimetil)aminometan 
hidroklorid  
VWR Chemicals Tris HCl 
Tween 20 Fisher BioReagents  





3.2 Metode karakterizacije 
3.2.1 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
Kot najpomembnejše orodje karakterizacije sintetiziranih spojin sem uporabila NMR. 
Spektri so bili posneti na spektrometru Bruker Avance III 500 MHz na Fakulteti za 
kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani. Vzorci so bili raztopljeni v 
devteriranem kloroformu. Kot standard je bil uporabljen tetrametilsilan s kemijskim 




3.2.2 Masna spektrometrija visoke ločljivosti (HRMS) 
Masni spektri so bili posneti s spektrometrom Agilent 6224 Accurate Mass TOF LC 
Mass Spectrometer na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v 
Ljubljani. Ionizacija je potekala z razprševanjem v električnem polju, analizator pa 
deluje na osnovi časa preleta ionov TOF (ang. time of flight). 
 
3.2.3 Infrardeča (IR) spektroskopija 
IR-spektre sem posnela na instrumentu Perkin-Elmer Spectrum 100, FT-IR 
spectrometer z uporabo nastavka ATR (ang. attenuated total reflectance) v območju 
med 600 in 4000 cm-1 brez predpriprave vzorca na Katedri za anorgansko kemijo 
Fakultete za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani. 
 
3.2.4 UV-Vis spektroskopija 
Elektronske spektre v ultravijoličnem in vidnem območju sem posnela s spektrometrom 
Perkin-Elmer LAMBDA 750 UV/Vis/NIR na Katedri za anorgansko kemijo Fakultete 
za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani. Vzorce sem pripravila v 
metanolu s končno koncentracijo vzorca 5×10–5 M. Spektre sem posnela s kiveto širine 
1 cm v območju valovnih dolžin od 205 do 800 nm. 
 
3.2.5 Elementna analiza 
Elementne analize CHN (ogljik, vodik, dušik) so bile izvedene z instrumentom  
Perkin-Elmer Elemental analyzer 2400 II na Katedri za organsko kemijo Fakultete za 
kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani. 
 
3.2.6 Rentgenska strukturna analiza 
Rentgenska strukturna analiza pridobljenih kristalov je bila izvedena na difraktometru 
Oxford Diffraction SuperNova z molibdenovim rentgenskim izvorom (Kα,  
λ = 0,71073 Å), zrcalno optiko in detektorjem Atlas na Fakulteti za kemijo in kemijsko 





3.3 Sinteza  
3.3.1 Sinteza kompleksov z O,O-veznimi ligandi 
Komplekse A, B, C, D, E in F z O,O-veznimi ligandi sem sintetizirala z različnimi 
modifikacijami postopka iz publikacije[52]. V bučko sem natehtala rutenijev dimerni 
prekurzor RuCYM in ustrezen ligand ter ju raztopila v mešanici metanola in 
diklorometana. Dodala sem še bazo natrijev metoksid, bučko ovila v aluminijasto folijo 
in pustila, da se je reakcijska zmes mešala 24 ur na sobni temperaturi. Za sintezo 
kompleksov E in F je bilo potrebno več časa in refluktiranje. S tankoplastno 
kromatografijo (TLC, ang. thin-layer chromatography) sem preverila, ali je reakcija 
potekla do konca. Iz bučke sem odparila topila na rotacijskem uparjalniku in dodala 
diklorometan. Nastalo raztopino sem filtrirala skozi fin prah celite in tako odstranila 
izpadli NaCl. Iz filtrata sem na rotacijskem uparjalniku odparila diklorometan in ga spet 
raztopila v diklorometanu, kar sem ponovila še dvakrat in nazadnje produkt raztopila v 
1–2 mL diklorometana ter dodala nekaj kapalk heksana ali heptana ter pustila nekaj ur, 
da je izpadla oborina, ki sem jo nato odfiltrirala na mikronuči. Produkt sem posušila v 
sušilniku. 
 
3.3.2 Sinteza kompleksov z N,O-veznimi ligandi 
Komplekse G, H in I sem sintetizirala po postopku, pri katerem sem se zgledovala po 
objavljenem članku[65]. V bučko sem natehtala izračunane količine RuCYM, izbranega 
hidroksikinolina in natrijevega acetata ter jih raztopila v acetonu. Reakcijska zmes se je 
refluktirala ali mešala pri sobni temperaturi, da je reakcija potekla v čim večji meri, kar 
sem preverila s TLC. Aceton sem odparila na rotacijskem uparjalniku, produkt pa 
raztopila v diklorometanu in filtrirala skozi celite, da sem ločila stranski produkt NaCl 
iz reakcijske zmesi. Iz filtrata sem odparila skoraj ves diklorometan in produkt oborila v 
heksanu ter ga odfiltrirala na mikronuči. Produkt sem posušila v sušilniku. 
 
3.3.3 Sinteza kompleksov z N,N-veznimi ligandi 
Kompleksa J in K sem sintetizirala po naslednjem postopku (s predlogi takratne mlade 
raziskovalke Katje Traven): RuCYM sem v bučki raztopila v kloroformu in dodala v 
metanol raztopljen ligand in nato še KPF6. Reakcijska zmes se je mešala na magnetnem 
mešalu čez noč. (V primeru kompleksa K sem jo predhodno segrela do vrenja.) Potek 
reakcije sem preverila s TLC. Na rotacijskem uparjalniku sem odparila topili, 
preostanek sem raztopila v diklorometanu in filtrirala skozi celite. Nato sem odparila 
topila na rotacijskem uparjalniku in produkt spet raztopila v diklorometanu, kar sem 
ponovila trikrat, da sem se znebila vseh topil. Dodala sem 0,5 mL diklorometana in 
20 
 
nekaj kapalk dietil etra. Nastala je gosta rumena oborina, ki sem jo odfiltrirala na 
mikronuči. Produkt sem posušila v sušilniku. 
 






Zatehtane mase: 51,7 mg RuCYM (0,084 mmol), 57,6 mg liganda  
1-(3,5-dimetoksifenil)-3-fenilpropan-1,3-diona (0,203 mmol), 4,7 mg NaOCH3  
(0,087 mmol) 
Produkt: oranžna oborina, m = 64,4 mg, η = 69 % 
1H NMR (500 MHz, CDCl3, ppm): δ 7.90 (dd, J = 5.2, 3.3 Hz, 2H, Ar-H lig.),  
7.48–7.42 (m, 1H, Ar-H lig.), 7.41–7.36 (m, 2H, Ar-H lig.), 7.03 (dd, J = 9.5, 2.3 Hz, 
2H, (MeO)2-Ar-H lig.), 6.56 (t, J = 2.3 Hz, 1H, (MeO)2-Ar-H lig.), 6.38 (s, 1H,  
OC-CH-CO), 5.60 (t, J = 5.3 Hz, 2H, Ar-H cym), 5.31 (t, J = 5.6 Hz, 2H, Ar-H cym), 
3.83 (s, 6H, Ar-(OCH3)2), 3.03 (hept, J = 7.1 Hz, 1H, Ar-CH-(CH3)2 cym), 2.34 (s, 3H, 
Ar-CH3 cym), 1.42 (dd, J = 6.9, 3.5 Hz, 6H, Ar-CH-(CH3)2 cym). 
ESI-HRMS: Izmerjena vrednost za [M – Cl]+ je m/z = 519,1112. Izračunana vrednost 
za [M – Cl]+ je m/z = 519,1109. 
IR (cm–1, ATR, izbrani trakovi): 2966, 1597, 1582, 1546, 1519, 1475, 1458, 1426, 
1388, 1348, 1313, 1206, 1158, 1070, 1046, 931, 866, 803, 778, 740, 706. 
UV-Vis (λ [nm] (ε [L mol–1 cm–1]) pri c = 5×10–5 v MeOH): 316 (18200). 
Elementna analiza C27H29ClO4Ru [%]: teoretičen C: 58,53, izmerjen C: 58,70; 








Zatehtane mase: 35,9 mg RuCYM (0,059 mmol), 41,1 mg liganda  
2-kloro-1-(3,5-dimetoksifenil)-3-fenilpropan-1,3-diona (0,129 mmol), 7,5 mg NaOCH3 
(0,139 mmol). 
Produkt: oranžna oborina, m = 29,2 mg, η = 42 %. 
1H NMR (500 MHz, CDCl3, ppm): δ 7.61–7.55 (m, 2H, Ar-H lig.), 7.47–7.33 (m, 3H, 
Ar-H lig.), 6.68 (d, J = 2.3 Hz, 2H, (MeO)2-Ar-Horto lig.), 6.49 (t, J = 2.3 Hz, 1H, 
(MeO)2-Ar-Hpara lig.), 5.57–5.25 (m, 4H, Ar-H cym), 3.80 (s, 6H, Ar-(OCH3)2),  
2.96–2.87 (m, 1H, Ar-CH-(CH3)2), 2.25 (s, 3H, Ar-CH3 cym), 1.35 (d, J = 6.9 Hz, 6H, 
Ar-CH-(CH3)2 cym). 
ESI-HRMS: Izmerjena vrednost za [M – Cl]+ je m/z = 553,0718. Izračunana vrednost 
za [M – Cl]+ je m/z = 553,0720. 
IR (cm–1, ATR, izbrani trakovi): 2965, 1593, 1533, 1452, 1420, 1335, 1202, 1155, 
1102, 1050, 1003, 876, 847, 752, 706, 624.  
UV-Vis (λ [nm] (ε [L mol–1 cm–1]) pri c = 5×10–5 v MeOH): 310 (7720). 
Elementna analiza C27H28Cl2O4Ru [%]: teoretičen C: 55,11, izmerjen C: 53,26; 








   
 
Zatehtane mase: 45,3 mg RuCYM (0,074 mmol), 49,8 mg liganda  
1-(4-metoksifenil)-3-fenilpropan-1,3-diona (0,196 mmol), 10,3 mg NaOCH3  
(0,191 mmol). 
Produkt: oranžna oborina, m = 57,3 mg, η = 64 %. 
1H NMR (500 MHz, CDCl3, ppm): δ 7.97–7.86 (m, 4H, Ar-Horto lig. in MeO-Ar-Horto 
lig.), 7.50–7.34 (m, 3H, Ar-Hpara lig. in Ar-Hmeta lig), 6.94–6.83 (m, 2H, MeO-Ar-Hmeta 
lig.), 6.41 (s, 1H, OC-CH-CO), 5.59 (d, J = 5.6 Hz, 2H, Ar-H cym), 5.31 (d, J = 5.9 Hz, 
2H, Ar-H cym), 3.85 (s, 3H, Ar-OCH3), 3.03 (hept, J = 6.9 Hz, 1H, Ar-CH-(CH3)2 
cym), 2.34 (s, 3H, Ar-CH3 cym), 1.41 (d, J = 6.9 Hz, 6H, Ar-CH-(CH3)2 cym). 
ESI-HRMS: Izmerjena vrednost za [M – Cl]+ je m/z = 489,0998. Izračunana vrednost 
za [M – Cl]+ je m/z = 489,1004. 
IR (cm–1, ATR, izbrani trakovi): 2961, 1605, 1589, 1532, 1503, 1486, 1446, 1417, 
1375, 1304, 1257, 1231, 1171, 1024, 765, 714, 694. 
UV-Vis (λ [nm] (ε [L mol–1 cm–1]) pri c = 5×10–5 v MeOH): 283 (12500), 327 (24800), 
376 (11300). 
Elementna analiza C26H27ClO3Ru [%]: teoretičen C: 59,59, izmerjen C: 59,75; 










Zatehtane mase: 57,7 mg RuCYM (0,094 mmol), 67,9 mg liganda  
1,7-bis(2,4-dimetoksifenil)hepta-1,6-dien-3,5-diona (0,171 mmol), 9,2 mg NaOCH3 
(0,170 mmol). 
Izolacija: Surov produkt sem očistila s kolonsko kromatografijo. Za stacionarno fazo 
sem uporabila silikagel, za mobilno pa 3,5 % MeOH/dcm. Zbrala sem ustrezne frakcije, 
na rotacijskem uparjalniku odparila topila ter produkt oborila v heptanu. 
Produkt: živo rdeča oborina, m (po koloni) = 46,1 mg, η = 40 %. 
1H NMR (500 MHz, CDCl3, ppm): δ 7.90–7.85 (m, 2H, Ar-H lig.), 7.47–7.41 (m, 2H,  
HC-CH-Ar lig.), 6.55 (d, J = 15.8 Hz, 2H, Ar-H lig.), 6.49 (dd, J = 8.5, 2.4 Hz, 2H,  
OC-CH-CH lig.), 6.45 (d, J = 2.4 Hz, 2H, Ar-H lig.), 5.56 (d, J = 5.9 Hz, 2H, Ar-H 
cym), 5.44 (s, 1H, OC-CH-CO), 5.27 (d, J = 5.9 Hz, 2H, Ar-H cym), 3.87 (s, 3H, Ar-
OCH3), 3.84 (s, 3H, Ar-OCH3), 3.04 (hept, J = 7.0 Hz, 1H, Ar-CH-(CH3)2 cym), 2.34 
(s, 3H, Ar-CH3 cym), 1.43 (d, J = 6.9 Hz, 6H, Ar-CH-(CH3)2 cym). 
ESI-HRMS: Izmerjena vrednost za [M – Cl]+ je m/z = 631,1635. Izračunana vrednost 
za [M – Cl]+ je m/z = 631,1634. 
IR (cm–1, ATR, izbrani trakovi): 2837, 1602, 1508, 1498, 1465, 1397, 1300, 1271, 
1211, 1195, 1164, 1125, 1101, 989, 973, 833, 820. 
UV-Vis (λ [nm] (ε [L mol–1 cm–1]) pri c = 5×10–5 v MeOH): 262 (19700), 421 (45300), 
444 (54500), 469 (50100). 
Elementna analiza C33H37ClO6Ru [%]: teoretičen C: 59,50, izmerjen C: 59,34; 








Zatehtane mase: 29,7 mg RuCYM (0,048 mmol), 35,0 mg liganda  
1,11-difenilundeka-1,3,8,10-tetraen-5,7-diona (0,107 mmol), 5,9 mg NaOCH3  
(0,109 mmol). 
Sinteza: reakcija je potekala 2 h na refluksu pri 60 °C, nato 20 h mešanja pri sobni 
temperaturi, 2 h refluktiranja in 3 dni mešanja pri sobni temperaturi. 
Produkt: temno rdeča oborina, m = 49 mg, η = 83 %. 
1H NMR (500 MHz, CDCl3, ppm): δ 7.48–7.44 (m, 4H, Ar-H lig.), 7.39–7.32 (m, 6H, 
Ar-H lig. in OC-CH-CH-CH lig.), 7.31–7.26 (m, 2H, Ar-H lig.), 6.91–6.81 (m, 4H,  
HC-CH-CH-Ar lig. in HC-CH-Ar lig.), 6.13 (d, J = 14.9 Hz, 2H, OC-CH-CH lig.), 5.55 
(d, J = 6.0 Hz, 2H, Ar-H cym), 5.33 (s, 1H, OC-CH-CO lig.), 5.28 (d, J = 6.0 Hz, 2H, 
Ar-H cym), 2.98 (hept, J = 7.0 Hz, 1H, Ar-CH-(CH3)2 cym), 2.34 (s, 3H, Ar-CH3 cym), 
1.40 (d, J = 6.9 Hz, 6H, Ar-CH-(CH3)2 cym). 
ESI-HRMS: Izmerjena vrednost za [M – Cl]+ je m/z = 563,1522. Izračunana vrednost 
za [M – Cl]+ je m/z = 563,1524. 
IR (cm–1, ATR, izbrani trakovi): 2965, 1601, 1508, 1403, 1171, 1138, 992, 881, 862, 
840, 760, 750, 692. 
UV-Vis (λ [nm] (ε [L mol–1 cm–1]) pri c = 5×10–5 v MeOH): 251 (14300), 282 (18700), 
397 (48400), 448 (37700), 474 (29300). 
Elementna analiza C33H33ClO2Ru [%]: teoretičen C: 66,26, izmerjen C: 66,65; 









Zatehtane mase: 13,5 mg RuCYM (0,022 mmol), 29,9 mg liganda  
1,7-bis(4-difenilamino)fenil)hepta-1,6-dien-3,5-diona (0,049 mmol), 2,5 mg NaOCH3 
(0,046 mmol). 
Sinteza: 2 h refluktiranja, 3 dni mešanje pri sobni temperaturi, 2 h refluktiranja, še 1 
dan mešanja pri sobni temperaturi. 
Produkt: rdeča oborina, m = 18,1 mg, η = 48 %. 
1H NMR (500 MHz, CDCl3, ppm): δ 7.54 (d, J = 15.6 Hz, 2H, lig.), 7.35 (d,  
J = 8.6 Hz, 4H, Ar-H lig.), 7.30–7.27 (m, 8H, lig.), 7.14–7.10 (m, 8H, lig.), 7.09–7.04 
(m, 4H, lig.), 7.01–6.98 (m, 4H, lig.), 6.44 (d, J = 15.6 Hz, 2H, lig.), 5.55 (d, J = 5.9 Hz, 
2H, Ar-H cym), 5.43 (s, 1H, OC-CH-CO lig.), 5.28 (d, J = 5.8 Hz, 2H, Ar-H cym), 2.98 
(hept, J = 6.8 Hz, 1H, Ar-CH-(CH3)2 cym), 2.33 (s, 3H, Ar-CH3 cym), 1.38 (d, J = 6.9 
Hz, 6H, Ar-CH-(CH3)2 cym). 
ESI-HRMS: Izmerjena vrednost za [M – Cl]+ je m/z = 845,2675. Izračunana vrednost 
za [M – Cl]+ je m/z = 845,2681. 
IR (cm–1, ATR, izbrani trakovi): 3029, 1625, 1587, 1488, 1406, 1327, 1271, 1175, 977, 
826, 752, 695. 
UV-Vis (λ [nm] (ε [L mol–1 cm–1]) pri c = 5×10–5 v MeOH): 300 (35300), 481 (54100), 
502 (58100). 
Elementna analiza C53H47ClN2O2Ru [%]: teoretičen C: 72,30, izmerjen C: 71,69; 








Zatehtane mase: 57,7 mg RuCYM (0,094 mmol), 50,0 mg liganda  
8-hidroksi-5-oktilkinolina (0,194 mmol), 26,4 mg NaOAc×3H2O (0,194 mmol). 
Sinteza: 4 h refluktiranja, 22 h mešanja pri sobni temperaturi. 
Produkt: oranžnorjava oborina, m = 50 mg, η = 50 %. 
1H NMR (500 MHz, CDCl3, ppm): δ 8.91 (dd, J = 4.9, 1.1 Hz, 1H, Ar-H lig.), 8.21 (dd,  
J = 8.6, 1.1 Hz, 1H, Ar-H lig.), 7.33 (dd, J = 8.6, 4.9 Hz, 1H, Ar-H lig.), 7.16 (d, J = 8.1 
Hz, 1H, Ar-H lig.), 6.95 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Ar-H lig.), 5.58 (d, J = 5.8 Hz, 1H, Ar-H 
cym), 5.47 (d, J = 5.9 Hz, 1H), 5.41 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 5.30 (d, J = 5.8 Hz, 1H, Ar-H 
cym), 2.88–2.72 (m, 3H, Ar-CH-(CH3)2 cym in H2C-CH2-Ar lig.), 2.30 (s, 3H, Ar-CH3 
cym), 1.61–1.53 (m, 2H, H2C-CH2-CH2-Ar lig), 1.40–1.23 (m, 10H,  
Ar-(CH2)2-(CH2)5-CH3 lig.), 1.16 (2d, J = 11.8, 6.9 Hz, 6H, Ar-CH-(CH3)2 cym), 0.87 
(t, J = 7.0 Hz, 3H, (CH2)5-CH3 lig.). 
 
ESI-HRMS: Izmerjena vrednost za [M – Cl]+ je m/z = 492,1844. Izračunana vrednost 
za [M – Cl]+ je m/z = 492,1840. 
IR (cm–1, ATR, izbrani trakovi): 2955, 2922, 2851, 1595, 1573, 1507, 1411, 1368, 
1323, 1282, 1101, 871, 820, 776, 717.  
UV-Vis (λ [nm] (ε [L mol–1 cm–1]) pri c = 5×10–5 v MeOH): 234 (18700), 273 (17500), 
342 (2020), 408 (2770), 466 (1940). 
Elementna analiza C27H36ClNORu [%]: teoretičen C: 61,52, izmerjen C: 61,46; 








Zatehtane mase: 53,3 mg RuCYM (0,087 mmol), 55,9 mg liganda  
5-dodecil-8-hidroksikinolina (0,178 mmol), 23,0 mg NaOAc×3H2O (0,169 mmol). 
Sinteza: Reakcijsko zmes sem segrela do vrenja in pustila, da se je mešala 22 h na 
magnetnem mešalu pri sobni temperaturi. 
Produkt: zelenorjava oborina, m = 68,7 mg, η = 68 %. 
1H NMR (500 MHz, CDCl3, ppm): δ 8.92 (d, J = 3.9 Hz, 1H, Ar-H lig.), 8.22 (d, J = 8.3 
Hz, 1H, Ar-H lig.), 7.33 (dd, J = 8.2, 4.8 Hz, 1H, Ar-H lig.), 7.16 (d, J = 7.8 Hz, 1H, 
Ar-H lig.), 6.95 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Ar-H lig.), 5.58 (d, J = 4.6 Hz, 1H, Ar-H cym), 5.48 
(d, J = 5.4 Hz, 1H, Ar-H cym), 5.42 (d, J = 5.0 Hz, 1H, Ar-H cym), 5.30 (d, J = 5.2 Hz, 
1H, Ar-H cym), 2.87–2.73 (m, 3H, Ar-CH-(CH3)2 cym in H2C-CH2-Ar lig.), 2.30 (s, 
3H, Ar-CH3 cym), 1.34–1.21 (m, 20H, Ar-CH2-(CH2)10-CH3 lig.), 1.16 (2d, J = 12.3, 
6.8 Hz, 6H, Ar-CH-(CH3)2 cym), 0.88 (t, J = 6.7 Hz, 3H, (CH2)11-CH3 lig.). 
ESI-HRMS: Izmerjena vrednost za [M – Cl]+ je m/z = 548,2470. Izračunana vrednost 
za [M – Cl]+ je m/z = 548,2466. 
IR (cm–1, ATR, izbrani trakovi): 2958, 2919, 2851, 1574, 1507, 1470, 1369, 1323, 
1101, 871, 820, 775, 722. 
 UV-Vis (λ [nm] (ε [L mol–1 cm–1]) pri c = 5×10–5 v MeOH): 234 (18600), 273 (16900), 
343 (2260), 410 (3030). 
Elementna sestava C31H44ClNORu [%]: teoretičen C: 63,84, izmerjen C: 62,40; 









Zatehtane mase: 50,5 mg RuCYM (0,082 mmol), 40,0 mg liganda  
2-butil-8-hidroksi-5-klorokinolina (0,170 mmol), 23,1 mg NaOAc×3H2O (0,170 mmol). 
Sinteza: Reakcijsko zmes sem segrela do vrenja, nato pustila, da se je mešala na 
magnetnem mešalu 40 h pri sobni temperaturi. 
Produkt: rjavordeča oborina, m = 45 mg, η = 54 %. 
1H NMR (500 MHz, CDCl3, ppm): δ 8.29 (d, J = 8.8 Hz, 1H, Ar-H lig.), 7.42 (d, J = 8.8 
Hz, 1H, Ar-H lig.), 7.29–7.26 (m, 1H, Ar-H lig.), 6.88 (d, J = 8.5 Hz, 1H, Ar-H lig.), 
5.66 (d, J = 6.0 Hz, 1H, Ar-H cym), 5.48 (dd, J = 13.6, 5.9 Hz, 2H, Ar-H cym), 5.24 (d,  
J = 5.7 Hz, 1H, Ar-H cym), 3.57 (m, 1H, Ar-CH2-CH2, lig..), 3.43 (m, 1H, Ar-CH2-CH2, 
lig.), 2.65 (hept, J = 6.8 Hz, 1H, Ar-CH-(CH3)2 cym), 2.32 (s, 3H, Ar-CH3 cym),  
2.01–1.77 (m, 2H, CH2-CH2-CH2 lig.), 1.54 (dd, J = 14.4, 7.4 Hz, 2H,  
(CH2)2-CH2-CH3), 1.12 (d, J = 6.9 Hz, 3H, Ar-CH-(CH3)2 cym), 1.06 (t, J = 7.4 Hz, 3H, 
(CH2)3-CH3 lig.), 0.98 (d, J = 6.9 Hz, 3H, Ar-CH-(CH3)2 cym). 
ESI-HRMS: Izmerjena vrednost za [M – Cl]+ je m/z = 470,0835. Izračunana vrednost 
za [M – Cl]+ je m/z = 470,0825. 
IR (cm–1, ATR, izbrani trakovi): 2959, 2927, 2871, 1550, 1499, 1448, 1423, 1406, 
1364, 1338, 1304, 1265, 1157, 1082, 961, 872, 842, 813, 754, 677, 623. 
UV-Vis (λ [nm] (ε [L mol–1 cm–1]) pri c = 5×10–5 v MeOH): 242 (19400), 278 (19900), 
350 (2440), 405 (2980). 
Elementna analiza C23H27Cl2NORu [%]: teoretičen C: 54,65, izmerjen C: 54,59; 









Zatehtane mase: 25,3 mg RuCYM (0,041 mmol), 39,9 mg liganda  
2-(3,5-bis(3,4-dimetoksistiril)-1-pirazol-1-il)piridina (0,085 mmol), 23,5 mg KPF6 
(0,128 mmol). 
Produkt: rumena oborina, m = 55,6 mg, η = 76 %. 
1H NMR (500 MHz, CDCl3, ppm) δ 8.98 (d, J = 4.7 Hz, 1H, Ar-H lig.), 8.03–7.97 (m, 
1H, Ar-H lig.), 7.73 (d, J = 8.5 Hz, 1H, Ar-H lig.), 7.51–7.44 (m, 2H, Ar-H lig.),  
7.25–7.21 (m, 2H, Ar-H lig.), 7.18 (s, 1H, Ar-H lig.), 7.12 (td, J = 4.1, 2.0 Hz, 2H), 7.07 
(t, J = 10.5 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.95 (s, 1H), 6.90 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 
5.87 (d, J = 6.2 Hz, 1H, Ar-H cym), 5.75–5.67 (m, 3H, Ar-H cym), 4.00 (d, J = 2.8 Hz, 
6H, Ar-OCH3 lig.), 3.95 (d, J = 16.6 Hz, 6H, Ar-OCH3 lig.), 2.84 (hept, J = 6.9 Hz, 1H, 
Ar-CH-(CH3)2), 2.18 (s, 3H, Ar-CH3 cym), 1.22–1.18 (m, 6H, Ar-CH-(CH3)2 cym). 
19F NMR (471 MHz, CDCl3) δ -72.55 (d, J = 713.3 Hz, PF6). 
31P NMR (202 MHz, CDCl3) δ -144.43 (p, J = 711.0 Hz, PF6). 
ESI-HRMS: Izmerjena vrednost za [M]+ je m/z = 740,1818. Izračunana vrednost za 
[M]+ je m/z = 740,1829. 
IR (cm–1, ATR, izbrani trakovi): 2967, 1601, 1541, 1515, 1476, 1450, 1422, 1393, 
1265, 1162, 1139, 1022, 837, 766, 614. 
UV-Vis (λ [nm] (ε [L mol–1 cm–1]) pri c = 5×10–5 v MeOH): 368 (42500). 
Elementna analiza C38H41ClF6N3O4PRu [%]: teoretičen C: 51,56, izmerjen C: 51,08; 









Zatehtane mase: 30,0 mg RuCYM (0,049 mmol), 39,8 mg liganda  
2-(3,5-bis(4-fenilbuta-1,3-dien-1-il)pirazol-1-il)piridina (0,099 mmol), 27,0 mg KPF6 
(0,147 mmol). 
Sinteza: Reakcijsko zmes sem segrela do vrenja, nato pa jo pustila, da se je pri sobni 
temperaturi na magnetnem mešalu mešala čez noč. 
Produkt: rumena oborina, m = 58,2 mg, η = 73 %. 
1H NMR (500 MHz, CDCl3, ppm): δ 9.06 (d, J = 5.6 Hz, 1H, Ar-H lig.), 8.02 (d,  
J = 7.8 Hz, 1H, Ar-H lig.), 7.70 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Ar-H lig.), 7.55–7.48 (m, 5H, Ar-H 
lig.), 7.39 (t, J = 6.7 Hz, 4H, Ar-H lig.), 7.33 (m, 2H, Ar-H lig.), 7.11–7.02 (m, 3H, 
konj. -CH-CH lig.), 6.91 (m, 3H, konj. -CH-CH lig. ), 6.81 (m, 2H, konj. -CH-CH lig.), 
5.98 (d, J = 6.2 Hz, 1H, Ar-H cym), 5.79 (t, J = 5.0 Hz, 2H, Ar-H cym), 5.75 (d, J = 6.2 
Hz, 1H, Ar-H cym), 2.79–2.69 (m, 1H, Ar-CH-(CH3)2 cym), 2.24 (s, 3H, Ar-CH3 cym), 
1.15 (dd, J = 12.8, 6.9 Hz, 6H, Ar-CH-(CH3)2 cym). 
19F NMR (471 MHz, CDCl3) δ -72,54 (d, J = 713.2 Hz, PF6). 
31P NMR (202 MHz, CDCl3) δ -144.30 (p, J = 713.1 Hz, PF6). 
ESI-HRMS: Izmerjena vrednost za [M]+ je m/z = 672,1724. Izračunana vrednost za 
[M]+ je m/z = 672,1720. 
IR (cm–1, ATR, izbrani trakovi): 1611, 1475, 1449, 1392, 996, 877, 837, 753, 693. 
UV-Vis (λ [nm] (ε [L mol–1 cm–1]) pri c = 5×10–5 M v MeOH): 366 (68600). 
Elementna analiza C38H37ClF6N3PRu [%]: teoretičen C: 55,85, izmerjen C: 55,41; 




3.4 Test citotoksičnosti 
Da bi določila, kakšen vpliv imajo izbrane sintetizirane spojine na viabilnost rakavih 
celic, sem izvedla test MTT na treh celičnih linijah želodčnega karcinoma: AGS z 
nemutiranim (ang. wild type) proteinom p53, NUGC3 z mutiranim p53 in KATO-III z 
izbrisanim p53. Eksperimente sem izvedla po navodilih delovnega mentorja na inštitutu 
Inserm U1113 doktorskega študenta Gillesa Riegla. Postopki so opisani v njegovem 
zaključnem poročilu magistrskega študija[71]. Celice sem gojila v mediju RPMI 1640 
(Roswell Park Memorial Institute 1640 medium) z dodanimi 10 % fetalnega govejega 
seruma (fetal bovine serum, FBS) in 1 % antibiotika penicilina/streptomicina (PS) pri 
37 °C in atmosferi 5 % CO2 v sterilnem okolju. En ali dva dni pred testom sem na 
mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinicami nanesla po 100 µL medija RPMI 1640 (+ 10 % 
FBS + 1 % PS) s celicami v taki koncentraciji, da je ta na začetku testa znašala 10.000 
celic/vdolbinico pri celičnih linijah AGS in KATO-III ter 20.000 celic/vdolbinico pri 
liniji NUGC3. Prisotnost in približno gostoto celic sem preverila pod mikroskopom. 
Vsak dan sproti sem v ultračistem DMSO pripravila 5,0 mM raztopine izbranih 
kompleksov in ligandov, saj sem želela preveriti aktivnost kompleksov v primerjavi z 
ligandi, s katerimi sem sintetizirala te komplekse. Ustrezne volumne tako pripravljenih 
raztopin sem dodala v ustrezen volumen medija RPMI 1640 z 10 % FBS in 1 % PS, 
tako da sem v enem eksperimentu zajela 8 različnih koncentracij med 0,1 in 50 µM, kot 
je prikazano v Tabeli 4. Vsebnost DMSO v nobeni od končnih raztopini ni presegla  
1,0 %. Rezultati objavljenih raziskav kažejo, da bi signifikantne spremembe viabilnosti 
rakavih celic lahko povzročile šele višje koncentracije DMSO[72, 73]. 
 















50 495 5 5 mM 3 
20 498 2 5 mM 4 
10 500 1 5 mM 5 
5 500 0,5 5 mM 6 
3 470 30 50 µM 8 
1 490 10 50 µM 9 
0,5 495 5 50 µM 10 




Na začetku testa sem iz vseh vdolbinic mikrotitrske plošče previdno odsesala medij, 
tako da so celice ostale pritrjene na dnu. Nato sem v vsako vdolbinico dodala 100 µL 
ustrezne raztopine, kot je prikazano v Tabeli 5. Po 48 h inkubacijske dobe pri 37 °C in 
atmosferi 5 % CO2 sem spet previdno odsesala raztopino in dodala raztopino MTT s 
koncentracijo 5 mg/mL, dodatno redčeno na 10 % v mediju (+ 10 % FBS + 1 % PS) in 
pustila pri istih pogojih še 2 h v primeru celičnih linij AGS in KATO-III ter 4 h za 
celično linijo NUGC3. V tem času so se na dnu vdolbinic izločili vijolični kristali 
formazana, zato sem previdno odsesala raztopino MTT in v vsako vdolbinico dodala 
DMSO (100 µL za celične linije AGS in KATO-III oziroma 50 µL za celično linijo 
NUGC3), da so se kristali raztopili in sem lahko opravila meritve absorbance, ki je 
sorazmerna s številom živih celic ob koncu testa MTT. Meritve sem izvedla z napravo 
TriStar2 Multimode Reader LB 942 proizvajalca Berthold Technologies pri valovni 
dolžini 590 nm. Pridobljene podatke sem analizirala s programoma Microsoft Excel in 
GraphPad Prism. 
 
Tabela 5: Načrt eksperimenta na mikrotitrski plošči. Oznaka ctl označuje kontrolno skupino 
(ang. control group), kjer je koncentracija spojine enaka 0. 
številka 
stolpca 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
koncentracija 
spojine [µM] 





            
            
            




            
            
            






Test celične viabilnosti z resazurinom v tridimenzionalni (3D) celični kulturi sem 
izvedla po navodilu Christopha Orvaina na mikrotitrskih ploščah s 96 vdolbinicami z 
okroglim dnom na celični liniji NUGC3 v 4 replikah za vsako koncentracijo posamezne 
spojine. Celice v mediju RPMI 1640 (+ 10 % FBS + 1 % PS) sem nasadila na plošče po 
50 µL/vdolbinico v gostoti 1.000 celic/vdolbinico in jih en teden inkubirala na 37 °C, da 
so se v posameznih vdolbinicah oblikovale v tridimenzionalne kroglam podobne 
strukture, imenovane sferoidi. V vdolbinice sem dodala po 50 µL raztopin kompleksa J, 
njegovega liganda L-J in kompleksa K ustrezne koncentracije v mediju (predhodno 
raztopljene v DMSO), tako da so bile končne koncentracije spojin v vdolbinicah od  0,1 
do 50 µM (tako kot pri testu citotoksičnosti z MTT). Tako pripravljene mikrotitrske 
plošče sem pustila v inkubatorju pri 37°C in atmosferi 5 % CO2 en teden. Nato sem 
posnela fotografije pogleda skozi mikroskop (s 40-kratno povečavo) za vdolbinice 
vsake koncentracije. Po tem sem v vsako vdolbinico dodala 100 µL resazurina, katerega 
1 mg/mL vodna raztopina je bila predhodno 10-krat redčena z medijem. Meritev 
absorbance sem izvedla na instrumentu TriStar2 Multimode Reader LB 942 proizvajalca 
Berthold Technologies pri valovni dolžini 570 in 590 nm.   
 
3.6 Ekstrakcija proteinov, elektroforeza in prenos Western 
Če želimo raziskati mehanizem delovanja spojine, moramo poznati proteine, ki so 
izraženi v celicah, izpostavljenih tej spojini. Te informacije pridobimo s tehniko prenosa 
Western (ang. Western blotting), ki vključuje tri pomembne korake: separacija 
proteinov glede na molekulsko maso z elektroforezo, prenos na membrano in 
označevanje proteinov z uporabo primarnih in sekundarnih protiteles za 
vizualizacijo[74]. 
Pri teh eksperimentih sem celice izpostavila kompleksoma z najnižjo vrednostjo IC50 – 
kompleksa K in J. Eksperimente sem izvedla po internem postopku laboratorijev 
inštituta Inserm U1113, objavljenem na primer v zaključnem delu magistrskega študija 
mojega tamkajšnjega delovnega mentorja doktorskega študenta Gillesa Riegla[71]. 
Uporabila sem celično linijo AGS in celice izpostavila različnim koncentracijam spojin 
v različnih časovnih okvirjih na plošči s 6 vdolbinicami. 24 h pred testom sem v vsako 
vdolbinico nanesla 500.000 celic in pustila inkubirati en dan. Pogoji inkubacije in medij 
so bili enaki kot pri testu citotoksičnosti. Po enem dnevu sem v vdolbinico dozirala 
raztopino kompleksa, da je bila dosežena izbrana končna koncentracija, in pustila 
inkubirati določen čas: dva eksperimenta sta potekala čez noč (prib. 18 h), ostala dva pa 
po 6 h in 24 h. Po pretečenem času sem plošče prestavila na led, odstranila medij s 
plavajočimi celicami, ga centrifugirala in shranila pelete. Celicam na plošči sem za 10 
min dodala lizni pufer (80 µL/vdolbinico; sestava: 1 % NP-40, 150 mM NaCl, 50 mM 
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Tris (pH = 8), inhibitor proteaz). Nato sem celične lizate temeljito odstranila z dna 
vdolbinic, jih prenesla v mikrocentrifugirke (epice) in dodala pelete, ki so prej nastali 
pri centrifugiranju medija. Vzorce sem premešala z vortexom in pustila na ledu 10 min, 
sonificirala 30 sekund, nato pa centrifugirala 15 min pri 13.000 rpm na 4 °C. Zbrala sem 
supernatant vsakega vzorca in določila količino proteinov z Bradfordovo metodo. 
Za elektroforezo sem pripravila zbiralni in ločevalni gel. Za 4 gele sem potrebovala 
približno 20 mL 4-odstotno zamreženega zbiralnega gela in 30 mL 10-odstotno 
zamreženega ločevalnega gela. Ločevalni gel je vseboval 14,6 mL miliQ vode, 7,5 mL 
40 % akrilamida, 7,5 mL 1,5 M Tris HCl s pH = 8,8, 300 µL SDS, 300 µL 10 % 
amonijevega persulfata in 15 µL TEMED-a. Zbiralni gel je vseboval 12,8 mL miliQ 
vode, 2 mL 40 % akrilamida, 5 mL 0,5 M Tris HCl s pH = 6,8, 200 µL SDS, 100 µL  
10 % amonijevega persulfata in 40 µL TEMED-a. Ločevalni gel sem s pipeto nalila 
med dve stekleni plošči v posebnem stojalu, na vrhu pa previdno dodala še nekaj 
izopropanola, da je zgladil zgornjo linijo. Počakala sem, da se je gel strdil, a ne posušil, 
odlila izopropanol in previdno dodala zbiralni del, na vrhu pa še glavniček, ki je 
oblikoval žepke za poznejše doziranje. Tudi ta gel sem pustila, da se je ustrezno strdil.  
Vzorce proteinov sem pripravila v mikrocentrifugirkah, tako da sem določeni količini 
proteinov dodala DTT in pufer Laemmli, tako da je bila v končnem volumnu vzorca 
vedno enaka doza proteinov v celem eksperimentu, 5 vol. % DDT in 25 vol. % pufra 
Laemmli. Vzorce sem postavila v grelni blok na 90 °C za 5 min, jih centrifugirala in 
nanesla v žepke zbiralnega gela, ki je bil vpet med stekla v elektroforetski aparaturi, v 
katero sem predhodno nalila migracijski pufer, pripravljen iz 100 mL TG10x, 900 mL 
miliQ vode in 10 mL SDS. Elektroforeza je potekala 2 h in 15 min pri električni 
napetosti 90 V. 
Za prenos na membrano sem pripravila ohlajen pufer s sestavo  
TG10X : MeOH : miliQ voda = 1 : 2 : 7. Od pripravljenih gelov sem odstranila 
zbiralnega, ločevalnega pa hitro prestavila na omočen list papirja Watman in v pufer za 
prenos. Pripravila sem večplastni ˝sendvič˝ iz več omočenih plasti, ki so si sledile tako: 
mrežasta goba, 2 lističa papirja, gel, nitrocelulozna membrana, 2 lističa papirja Watman, 
goba. Tako pripravljen ˝sendvič˝ sem stisnila med dve za to pripravljeni plastični plošči, 
jih vložila v aparaturo za prenos Western, dodala led in v prostoru s 5 °C priklopila na 
električni tok 350 mA za 90 min, da so proteini iz gela migrirali na membrano. Po 
končanem prenosu sem membrano prenesla v posodico, v katero sem nalila 10 mL 
pufra za spiranje (ang. washing buffer), ki sem ga pripravila iz 100 mL PBS 10X, 1 mL 
Tweena in 899 mL miliQ vode. Posodico sem pustila nekaj minut na stresalniku, nato 
pa odlila pufer za spiranje in na membrano dodala 10 mL blokirne raztopine (5 % mleko 
pripravljeno iz 2,5 g mleka v prahu in 50 mL pufra za spiranje) in pustila na stresalniku 
približno 30 min, nato pa odlila mleko in dodala 5 mL raztopine ustreznih primarnih 
protiteles in pustila stresati čez noč na 5 °C. Raztopine protiteles, ki sem jih uporabila, 
so zbrane v Tabeli 6. Naslednji dan sem membrano trikrat po 7 minut na stresalniku 
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spirala s pufrom za spiranje, nato pa dodala raztopino ustreznih sekundarnih protiteles 
in pustila stresati 1 h in 30 min. V naslednjem koraku sem membrano spet trikrat sprala 
s pufrom za spiranje, jo prestavila na prozorno folijo, nanjo kapnila 1 mL reagenta 
Luminata Crescendo (ali Forte v primeru ATF4), prekrila z drugo folijo in počakala 5 
min. Nato sem membrano položila med drugi dve prozorni foliji in izvedla 
kemiluminiscenčno detekcijo z aparaturo PXi Syngene. Za kvantifikacijo rezultatov sem 
uporabila program ImageJ. Kot standarda za primerjavo sta bila uporabljena proteina 
GAPDH in aktin. 
Tabela 6: Raztopine protiteles. 
protein 
redčenje primarnega 
protitelesa v 5 % mleku 
redčenje sekundarnega 
protitelesa v 2 % mleku 
GAPDH 1/10.000 1/10.000 
aktin 1/10.000 1/10.000 
p53 1/1.000 1/10.000 








4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 Sinteza 
4.1.1 Sinteza kompleksov z O,O-veznimi ligandi (kompleksi A, B, C, D, E in F) 
Sinteze rutenijevih(II) kompleksov z O,O-veznimi ligandi sem izvedla po zgledu 
objavljenega postopka[52] z nekaterimi prilagoditvami. V bučko sem natehtala 
rutenijev(II) prekurzor RuCYM in ustrezen β-diketonski ligand. Reaktanta sem mešala 
v različnih razmerjih od 1,1 : 2 do 1 : 2,7 v mešanici metanola in diklorometana 
(razmerje topil 1 : 1, 1 : 2 ali 1 : 10). Dodala sem še bazo natrijev metoksid, bučko ovila 
v aluminijasto folijo in pustila, da se je reakcijska zmes mešala 24 ur na sobni 
temperaturi. Za pospešitev sintez kompleksov E in F je bilo potrebno 4-urno 
refluktiranje, sintezi pa sta potekali 4 dni. V vseh primerih je bazični metoksid 
deprotoniral ligand na α-mestu in tako omogočil kompleksacijo diketona z rutenijem(II) 
preko dveh kisikovih atomov, da je nastal psevdoaromatski obroč. Konec reakcije sem 
preverila s tankoplastno kromatografijo. Iz bučke sem odparila topila na rotacijskem 
uparjalniku in dodala diklorometan. Nastalo raztopino sem filtrirala skozi fin prah celite 
in tako odstranila izpadli NaCl. Iz filtrata sem na rotacijskem uparjalniku odparila 
diklorometan in filtrat spet raztopila v diklorometanu, kar sem ponovila še dvakrat, da 
sem se znebila topil, in nazadnje produkt raztopila v 1–2 mL diklorometana ter dodala 
nekaj kapalk heksana ali heptana in pustila nekaj ur, da je izpadla oranžna ali rdeča 
oborina (Slika 13), ki sem jo nato odfiltrirala na mikronuči. Produkt sem posušila v 
sušilniku. V primeru kompleksa D sem izvedla tudi kolonsko kromatografijo, da bi 
očistila produkt. Kot stacionarno fazo sem uporabila silikagel, kot mobilno fazo pa  
3,5 % metanol/diklorometan. Strukture sintetiziranih kompleksov z O,O-veznimi 
ligandi so prikazane na Sliki 14. 
 
 





Slika 14: Strukture sintetiziranih kompleksov z O,O-veznimi ligandi. 
 
4.1.2 Sinteza kompleksov z N,O-veznimi ligandi (kompleksi G, H in I) 
Sintezo in izolacijo sem izvedla po prilagojenem postopku iz objavljenega članka[65]. 
1 molski ekvivalent RuCYM in 2,06 molskega ekvivalenta ustreznega hidroksikinolina 
sem raztopila v acetonu in dodala bazo natrijev acetat trihidrat. Za sintezo kompleksa G 
sem reakcijsko zmes refluktirala 4 h, nato pa pustila mešati 22 h pri sobni temperaturi. 
Pri sintezi kompleksov H in I sem reakcijo sprožila tako, da sem reakcijsko zmes 
segrela do vrenja, nato pa mešala na magnetnem mešalu na sobni temperaturi. Potek 
reakcije sem preverila s TLC. Po končani reakciji sem odparila aceton, produkt raztopila 
v diklorometanu in filtrirala skozi fin prah celite, da sem se znebila soli NaCl. Filtrat 
sem skoncentrirala ter dodala heksan. Produkt sem odfiltrirala ter posušila v sušilniku. 
Strukture sintetiziranih kompleksov z N,O-veznimi ligandi so prikazane na Sliki 15. 
 
 
Slika 15: Strukture sintetiziranih kompleksov z N,O-veznimi ligandi. 
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4.1.3 Sinteza kompleksov z N,N-veznimi ligandi (kompleksa J in K) 
1 molski ekvivalent prekurzorja RuCYM sem raztopila v kloroformu, 2,05 molskega 
ekvivalenta ustreznega N,N-veznega liganda pa v metanolu in obe zmesi združila. 
Dodala sem še 3 molske ekvivalente soli KPF6, ki je vir nekoordinirajočih anionov, ki 
so služili kot protiion nastalemu kompleksu. Reakcijska zmes se je na magnetnem 
mešalu mešala čez noč pri sobni temperaturi. Pri sintezi kompleksa K sem reakcijo 
sprožila tako, da sem reakcijsko zmes segrela do vrenja. Potek reakcije sem spremljala s 
TLC. Ob koncu je bila reakcijska zmes oranžna raztopina. Topila sem odparila na 
rotacijskem uparjalniku, produkt pa raztopila v diklorometanu, da se je oborila nastala 
sol KCl, ki sem jo odfiltrirala skozi celite. Topilo sem odparila, dodala nekaj kapalk 
diklorometana (Slika 16) in ga odparila, kar sem ponovila trikrat, da sem se znebila 
ostankov topil. Produkt sem skoncentrirala v diklorometanu in dodala nekaj kapalk 
dietil etra, da je nastala gosta rumena oborina, ki sem jo odfiltrirala na mikronuči in 
nastali produkt posušila v sušilniku. Strukture sintetiziranih kompleksov z N,N-veznimi 
ligandi so prikazane na Sliki 17. 
 
 
Slika 16: Kompleks J med postopkom izolacije. 
 
 
   




4.2 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
Kot prvo metodo za preverjanje nastalega produkta sem uporabila protonsko 
spektroskopijo NMR, ki je nepogrešljivo orodje za določanje strukture sintetiziranih 
spojin pa tudi njene čistosti oz. prisotnosti ostankov reaktantov in drugih neželenih 
snovi. Kloroform, ki sem ga uporabila kot topilo, ima kemijski premik pri 7,26 ppm, 
voda pa pri 1,56 ppm[75], zato ta dva vrhova vidimo v vsakem spektru.  
V vseh sintetiziranih kompleksih je prisoten p-cimen. Vrhove vodikovih atomov, ki 
pripadajo aromatskemu obroču p-cimena, v spektrih opazimo med 5 in 6 ppm. Singlet 
treh vodikovih atomov metilne skupine, vezane na aromatski obroč, se nahaja nekje v 
območju od 2,24 do 2,34 ppm. V večini primerov v spektru vidimo heptet, ki pripada 
vodikovemu atomu s skupine –CH– izopropilnega dela p-cimena in je sklopljen z 
ostalimi šestimi vodikovimi atomi na izopropilni skupini, ti pa imajo vrh (pogosto 
dublet) v območju kemijskih premikov med 0,97 in 1,47 ppm. Tak vzorec se pojavlja 
tudi v že objavljenih rezultatih sintez rutenijevih kompleksov s p-cimenom[58, 65]. 
Slika 18 prikazuje protonski spekter diketonatnega kompleksa A. Na spektru poleg 
omenjenih signalov vodikovih atomov cimena vidimo pri 6,56 ppm in 7,03 ppm dva 
singleta, ki pripadata vodikovem atomu na para-mestu in dvema med seboj 
ekvivalentnima vodikovima atomoma na orto-mestu aromatskega obroča z metoksi 
skupinama. Singlet pri 6,38 ppm pripada vodikovemu atomu na α-mestu diketonskega 
liganda. V območju od 7,9 do 7,36 ppm se nahajajo vrhovi petih vodikovih atomov 
drugega aromatskega obroča liganda. Pri 3,83 ppm pa vidimo še singlet šestih 





Slika 18: Protonski spekter kompleksa A. 
 
Spektri ostalih kompleksov z O,O-veznimi ligandi so podobni spektru na Sliki 18. Na 
spektrih kompleksov D, E in F so v aromatskem območju prisotni tudi vrhovi vodikov 
konjugiranega sistema liganda. Zaradi šestih aromatskih obročev liganda je v spektru 
kompleksa F prisotnih še več vrhov v aromatskem delu spektra. 
Na Sliki 19 je prikazan protonski spekter hidroksikinolinskega kompleksa I. V območju 
kemijskih premikov med 6,88 in 8,29 ppm se nahajajo vrhovi štirih aromatskih vodikov 
hidroksikinolina, eden od njih se nekoliko prekriva z vrhom kloroforma pri 7,26 ppm. 
Pri 3,50 ppm se nahaja razcepljen vrh, ki pripada metilenski skupini vezani neposredno 
na aromatski sistem hidroksikinolina, multipleta ostalih dveh metilenskih skupin pa se 
nahajata med 1,54 in 2,01 ppm. Triplet, ki pripada trem vodikom zadnjega člena alkilne 
verige, se nahaja pri 1,06 ppm, cepitev vrha pa je posledica sklopitve z vodikoma 
sosednje metilenske skupine. V spektru so vidni tudi vsi vrhovi vodikovih atomov na  
p-cimenu. Kompleksa G in H imata podoben spekter s to razliko, da imata v 
aromatskem delu en vrh več, saj nimata vezanega klora na aromatski sistem 
hidroksikinolina in imata zato en vodikov atom več, poleg tega pa imata njuna liganda 
daljši alifatski verigi, zato je v njunih spektrih med 1,2 in 1,4 ppm prisoten multiplet, 





Slika 19: Protonski spekter kompleksa I. 
 
Slika 20 prikazuje protonski spekter pirazolilpiridinskega kompleksa K. V območju od 
9,06 do 7,33 ppm vidimo vrhove aromatskih vodikov liganda, od 7,11 do 6,81 ppm 
vrhove vodikovih atomov, ki so del konjugiranega sistema med aromatskimi obroči 
liganda, pri nižjih kemijskih premikih pa še značilne vrhove za cimen. Manjši vrhovi pri 
nizkih kemijskih premikih so posledica prisotnosti topil, predvsem heksana[75], česar 
pa smo se znebili z naknadnim trikratnim celodnevnim sušenjem na vakuumski liniji. 
Spekter kompleksa J se od spektra kompleksa K razlikuje po številu vrhov vodikovih 
atomov konjugiranega sistema, poleg tega pa sta v spektru kompleksa J pri kemijskih 
premikih okrog 4,0 in 3,95 ppm prisotna še dva dubleta, ki pripadata vsak šestim 
vodikovim atomom metoksi skupine. Za ta kompleksa sta bila posneta tudi fluorova in 
fosforjeva spektra. 











4.3 Masna spektrometrija 
Z masno spektrometrijo visoke ločljivosti sem preverila relativno molekulsko maso 
produkta oziroma njegovega dela glede na možne razpade med ionizacijo in s tem 
potrdila sintezo pravega produkta. Izmerjene vrednosti sem primerjala s tistimi, ki sem 
jih izračunala v programu ChemDraw. Rezultati so prikazani v Tabeli 7. Pri vseh 
kompleksih z O,O-veznimi in hidroksikinolinskimi ligandi (kompleksi od A do I) 
glavni fragment predstavlja pozitivna ionska zvrst, ki nastane iz sintetiziranega 
kompleksa, ko ta izgubi kloridni ligand [M – Cl]+. Pri obeh kompleksih z N,N-veznim 
ligandom (kompleksa J in K) lahko identificiramo molekulski vrh koordinacijskega 
kationa [M]+, molekulska masa pa je manjša za maso protiiona PF6–. V vseh primerih 
sem dokazala, da sem sintetizirala željen produkt. Razlike med izračunanimi in 
izmerjenimi vrednostmi so manjše od 0,0012 enote. Masni spektri spojin so priloženi na 
koncu v Prilogi B. 
 
Tabela 7: Primerjava izračunane in izmerjene vrednosti m/z. 
kompleks fragment izračunan m/z izmerjen m/z 
A C27H29O4Ru+ 519,1109 519,1112 
B C27H28ClO4Ru+ 553,0720 553,0718 
C C26H27O3Ru+ 489,1004 489,0998 
D C33H37O6Ru+ 631,1634 631,1635 
E C33H33O2Ru+ 563,1524 563,1522 
F C53H47N2O2Ru+ 845,2681 845,2675 
G C27H36NORu+ 492,1840 492,1844 
H C31H44NORu+ 548,2466 548,2472 
I C23H27ClNORu+ 470,0825 470,0835 
J C38H41ClN3O4Ru+ 740,1829 740,1818 






4.3 Infrardeča spektroskopija 
Spektre IR sem posnela v območju med 600 in 4000 cm–1 z uporabo ATR nastavka brez 
predpriprave vzorca. S to metodo sem želela potrditi prisotnost nekaterih vezi, značilnih 
za sintetizirane spojine. Posneti spekter je prstni odtis spojine in se rutinsko uporablja 
pri karakterizaciji, popolne asignacije pa se pri kompleksnejših spojinah običajno ne 
opravlja. Med 1500 in 1400 cm–1 opazimo srednje močne trakove, ki so posledica 
vzdolžnih nihanj vezi med ogljikovimi atomi v aromatskih obročih. Pogosto so opazni 
nekateri izmed trakov aromatskega kvarteta (1600, 1580, 1500 in 1450 cm–1), ki so 
posledica nihanj vezi med ogljikovimi atomi aromatov. Pri nekaterih kompleksih so 
okrog 1450 cm–1 prisotna prečna asimetrična nihanja in okrog 1375 cm–1 prečna 
simetrična nihanja vezi C–H iz metilne skupine. Značilni so tudi trakovi med 900 in  
675 cm–1, ki so posledica neravninskih prečnih nihanj vezi C–H v aromatskih obročih. 
Pri kompleksih z metoksi skupino so prisotna vzdolžna nihanja vezi C–O–C; simetrična 
nihanja so vidna okrog 1046 cm–1 pri kompleksih A in B, asimetrična pa okrog  
1254 cm–1 pri kompleksih C in J[76]. 
Pri kompleksih G in H se trak nihanja vezi C–H metilenske skupine daljših alkilnih 
verig se pojavi okrog 720 cm–1. Pri kompleksu I (Slika 21), ki ima krajšo alkilno 
verigo, pa nekoliko višje – pri 754 cm–1. V spektrih kompleksov J in K (Slika 22) je 
prisoten trak pri 837 cm–1, ki je posledica nihanja vezi med fosforjevim in fluorovim 
atomom protiiona PF6–[76]. 
 
 










4.4 UV-Vis spektroskopija 
Za karakterizacijo sintetiziranih kompleksov sem uporabila tudi absorpcijsko 
spektroskopijo v ultravijoličnem in vidnem območju. V metanolu sem pripravila 
raztopine kompleksov s koncentracijo 5×10–5 M. Spektre sem posnela v kiveti s širino  
1 cm, v območju od 205 do 800 nm. 
Kovinski center kompleksa predstavlja rutenij, ki je kovina prehoda, zato lahko v 
vidnem delu spektra pričakujemo spinsko prepovedane prehode med d-orbitalami 
kovine. Ti imajo nizke ekstinkcijske koeficiente (pod 1 L mol–1 cm–1), saj so manj 
verjetni, zato so pogosto tudi prekriti z drugimi vrhovi, ki pripadajo močnejšim, bolj 
verjetnim prehodom. Ker so v kompleksih prisotni organski ligandi, v spektrih 
pričakujemo tudi intenzivne vrhove, ki so posledica prehodov elektronov med osnovnim 
in vzbujenim stanjem liganda. Poleg tega pa so v takšnih spojinah možni tudi prehodi s 
prenosom naboja CT (ang. charge transfer) med kovino in ligandom ter obratno. Ti 
prehodi so dovoljeni, zato lahko njihovi ekstinkcijski koeficienti segajo od 1.000 do 
50.000 L mol–1 cm–1[77, 78]. Natančnejša asignacija trakov je zelo zahtevna in je v 
okviru magistrske naloge nismo opravili. 
V Tabeli 8 so podane meritve z izračunanimi vrednostmi za vse sintetizirane 
komplekse. Iz izmerjene absorbance pri lokalnih maksimumih valovnih dolžin sem 
izračunala ekstinkcijske koeficiente ε iz Beer-Lambertovega zakona: 
              𝐴 = 𝜀 𝑏 𝑐                (Enačba 1), 
kjer je ε ekstinkcijski koeficient v L mol–1 cm–1, A absorbanca, b dolžina kivete v cm in 
c koncentracija v mol/L. Iz valovne dolžine, pri kateri se nahaja lokalni absorpcijski 
maksimum, sem izračunala energijo elektronskega prehoda po enačbi: 
E = h c/λ ∙ NA [kJ/mol]        (Enačba 2), 
 
kjer je E energija prehoda, h = 6,626 ∙ 10–34 Js (Planckova konstanta),  
c = 2,998 ∙ 108 m/s (hitrost svetlobe), NA = 6,022 ∙ 1023 mol–1 (Avogadrovo število) in λ 





Tabela 8: Meritve in izračunani rezultati UV-Vis spektroskopije. 
vrsta liganda kompleks λ [nm] A ε [L mol–1 cm–1] E [kJ/mol] 
O,O-vezni 
A 316 0,908 18200 379 
B 310 0,386 7720 386 
C 
283 0,626 12500 423 
327 1,238 24800 366 
376 0,566 11300 318 
D 
262 0,983 19700 457 
421 2,2661 45300 284 
444 2,727 54500 269 
469 2,503 50100 255 
E 
251 0,716 14300 477 
282 0,937 18700 424 
397 2,419 48400 301 
448 1,883 37700 267 
474 1,466 29300 252 
F 
300 1,763 35300 399 
481 2,707 54100 249 
502 2,903 58100 238 
N,O-vezni 
G 
234 0,933 18700 511 
273 0,877 17500 438 
342 0,101 2020 350 
408 0,138 2770 293 
466 0,097 1940 257 
H 
234 0,932 18600 511 
273 0,846 16900 438 
343 0,113 2260 349 
410 0,152 3030 292 
I 
242 0,972 19400 494 
278 0,995 19900 430 
350 0,122 2440 342 
405 0,149 2980 295 
N,N-vezni 
J 368 2,124 42500 325 
K 366 3,429 68600 327 
 
Če primerjamo absorpcijske spektre kompleksov z diketonskimi (O,O-veznimi) ligandi 
med sabo (Slika 23), opazimo, da spektri kompleksov D, E in F izstopajo, saj imajo v 
vidnem delu spektra maksimume z visoko absorbanco. To se sklada z dejstvom, da so ti 
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trije kompleksi močno rdeče obarvani, kar je posledica konjugiranih dvojnih vezi v 
strukturi liganda, ki delujejo kot kromofor. Na Sliki 24 so kompleksi z O,O-veznimi 
ligandi v prvi vrsti: rdeče obarvana kompleksa D in E sta na 2. in 3. mestu, oranžno 
obarvana kompleksa A in C pa na 1. in 4. mestu v vrsti. Barva kompleksa je torej 
posledica elektronskih prehodov med različnimi energijskimi stanji znotraj liganda. 
Kompleksi A, B in C takšnega kromofora nimajo, imajo le dosti manjše vrhove in so 
nežnejše oranžno obarvani. Valovne dolžine in ekstinkcijski koeficienti vrhov so 
primerljivi z objavljenimi meritvami kompleksov z diketonskimi ligandi, ki jih je 
preučevala raziskovalka Sara Seršen, ti imajo navadno dva vrha med 300 in 370 nm[52, 
54]. Kurkumin, ki ima podobno strukturo kot ligand L-D, ima maksimum pri  
424 nm[80], kompleks D pa pri 444 nm. 
 
  
Slika 23: Absorpcijski spektri kompleksov z O,O-veznim ligandom  
(c = 5×10–5 M). 
 
 


























V spektrih kompleksov s hidroksikinolinskimi N,O-veznimi ligandi (Slika 25) in z  
N,N-veznimi ligandi (Slika 26) vidimo, da izstopajo vrhovi v ultravijoličnem delu 
spektra. Prehodi elektronov med d-orbitalami kovine pa so manj verjetni, zato so 




Slika 25: Absorpcijski spektri kompleksov N,O-veznim ligandom  
(c = 5×10–5 M). 
 
 
Slika 26: Absorpcijska spektra kompleksov z N,N-veznim ligandom 









































4.5 Elementna analiza 
Da bi potrdila molekulsko formulo sintetiziranih kompleksov in preverila njihovo 
čistost, sem vzorce vseh kompleksov sušila z vakuumsko črpalko in nato poslala na 
elementno analizo za ogljik, vodik in dušik (CHN). V Tabeli 9 so navedene meritve in 
teoretične vrednosti deleža posameznega elementa v vzorcu, ki sem jih izračunala v 
programu ChemDraw. Pri kompleksih A, C, D, E, G, I, J in K razlike med 
izračunanimi in izmerjenimi vrednostmi ne presegajo 0,5 odstotne točke, zato so ti 
vzorci primerni za biološka testiranja. Za kompleks H sem z izračuni ugotovila, da se 
vrednosti ujemajo, če 1 molu kompleksa H pripišemo še 0,75 mol vode, kar sem 
upoštevala tudi pri nadaljnjih izračunih za biološke teste. Pri ostalih kompleksih (B in 
F) so odstopanja lahko posledica ostankov organskih topil, vode, soli ali nečistoč, 
primeru kompleksa B pa tudi ostankov izhodnih spojin. Tudi ponovljeni sintezi nista 
dali boljših rezultatov, zato bi bil potrebna optimizacija izolacije in sinteza z večjimi 
količinami izhodnih spojin, da bi pridobila dovolj produkta za kolonsko kromatografijo. 
 




















A 58,53 58,70 5,28 5,24 0 0 
B 55,11 53,26 4,80 4,79 0 0 
C 59,59 59,75 5,19 5,25 0 0 
D 59,50 59,34 5,60 5,56 0 0 
E 66,26 66,65 5,56 5,55 0 0 
F 72,30 71,69 5,38 5,31 3,18 3,18 







H×0,75H2O 62,40 7,69 2,35 
I 54,65 54,59 5,38 5,38 2,77 2,91 
J 51,56 51,08 4,67 4,59 4,75 4,65 





4.6 Rentgenska strukturna analiza 
Pomembno orodje za nedvoumno potrditev strukture sintetiziranih spojin v trdnem 
agregatnem stanju je rentgenska strukturna analiza, za katero je potrebno imeti kristale 
dovolj visoke kakovosti. Z izhlapevanjem kombinacije topil pri sobni temperaturi mi je 
uspelo pripraviti kristale kompleksov A, D in E. Njihovi kristalografski podatki so 
zbrani v Tabeli 10. Snemanje kristalov (zbiranje podatkov na difraktometru) je izvedel 
takratni mladi raziskovalec Matija Uršič. Parametre je izračunal doc. dr. Jakob Kljun. 
Vsi analizirani kompleksi imajo koordiniran diketonski ligand, ki je preko dveh 
deprotoniranih kisikovih atomov s koordinacijsko vezjo povezan s centralnim 
kovinskim – rutenijevim(2+) ionom, na katerega je koordiniran kloridni ion, z druge 
strani pa s π-interakcijami še p-cimenski aromatski obroč (Slike 27, 28 in 29). Rutenijev 
ion ima tako psevdooktaedrično koordinacijsko sfero in s tem geometrijo klavirskega 
stola, ki je značilna za organorutenijeve(II) komplekse[52]. 
 
Tabela 10: Kristalografski podatki kompleksov A, D in E. 
kompleks A D E 
molekulska formula C27H29ClO4Ru C33H37ClO6Ru C33H33ClO2Ru 
relativna molekulska 
masa 
554,02 666,14 598,11 
temperatura [K] 150,00(10) 150,00(10) 150,00(10) 
kristalni sistem monoklinski monoklinski monoklinski 
prostorska skupina P 21/n P 21/n P 21/n 
a [Å] 17,5663(8) 13,5165(7) 13.5165(7) 
b [Å] 7,0652(3) 11,9744(7) 18,8063(9) 
c [Å] 19,0256(8) 18,7888(8) 18,2240(8) 
α [°] 90 90 90 
β [°] 97,242(4) 99,085(5) 102,137(4) 
γ [°] 90 90 90 
prostornina [Å3] 2408,73 3002,86 2774,68 
Z 4 4 6 
ρizračun [g/cm3] 1,528 1,473 1,432 







Slika 27: Struktura kompleksa A. Termični elipsoidi so prikazani pri 15 % verjetnosti. Zaradi 
preglednosti vodikovi atomi niso prikazani. Razdalja med Ru1 in O1 je 2,080 Å, med Ru1 in O5 




Slika 28: Struktura kompleksa D. Termični elipsoidi so prikazani pri 15 % verjetnosti. Zaradi 
preglednosti vodikovi atomi niso prikazani. Razdalja med Ru1 in O1 2,083 Å, Ru1 in O5 je 




Slika 29: Struktura kompleksa E. Termični elipsoidi so prikazani pri 15 % verjetnosti. Zaradi 
preglednosti vodikovi atomi niso prikazani. Razdalja med Ru1 in O1 2,078 Å, Ru1 in O5 je 
2,063 Å med Ru1 in Cl1 2,414 Å ter med cimenskim centroidom in Ru1 1,635 Å. 
 
Dolžina koordinacijske vezi med rutenijevim kovinskim centrom in kloridnim ionom, 
izmerjena v programu Mercury, se v vseh treh kompleksih giblje med 2,40 in 2,50 Å, 
dolžina vezi med rutenijevim kovinskim centrom in cimenskim centroidom pa okrog 
1,64 Å, kar se sklada z objavljenimi strukturami rutenijevega(II) kompleksa s 
kurkuminom[81] in ostalimi kurkuminoidi[58]. Tudi dolžine vezi med rutenijevim 
kovinskim centrom in kisikovima atomoma ligandov, ki znašajo od 2,063 do 2,083 Å, 





4.7 Test citotoksičnosti 
Test citotoksičnosti z MTT je kolorimetrični test, s katerim se meri metabolna aktivnost 
celic. Temelji na aktivnosti encimov, ki reducirajo rumeni  
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid (MTT) do vijoličnega 




Slika 30: Reakcija encimske pretvorbe MTT v formazan. 
 
Teste citotoksičnosti sem izvedla za sintetizirane komplekse z zadostno čistostjo (manj 
kot 0,5 odstotnih točk odstopanja od teoretičnih vrednosti) dokazano z elementno 
analizo (kompleksi A, C, D, E, G, H, I, J in K) ter za ligande, ki sem jih uporabila za 
sintezo teh kompleksov. Za vsako spojino sem izvedla dve ali tri tehnično neodvisne 
eksperimente na vsaki od treh celičnih linij želodčnega karcinoma: AGS, NUGC3 in 
KATO-III. 
Meritve absorbanc z naprave TriStar2 Multimode Reader sem uredila v Excelovih 
tabelah in stolpičnih diagramih, kjer vsak stolpec predstavlja eno koncentracijo. Podatke 
sem nato obdelala v programu GraphPad Prism, kjer sem iz krivulje nelinearne 
odvisnosti celične viabilnosti od koncentracije učinkovine določila vrednost IC50, lahko 
pa tudi IC75. Vrednost IC50 (ponekod tudi EC50) je koncentracija, pri kateri učinkovina 
inducira 50 % maksimalnega učinka[71, 85] (viabilnost je 50 %) in IC75 je 
koncentracija, pri kateri učinkovina inducira 75 % maksimalnega učinka (viabilnost je 
25 %). Kontrolne skupine celic niso bile izpostavljene preučevanim spojinam, ampak le 
mediju s FBS in PS. Ker sem imela pri vsakem eksperimentu 2 enaki kontrolni skupini, 
sem navadno uporabila skupino z manjšo standardno deviacijo. V primeru velikih razlik 
med skupinama pa sem uporabila dve meritvi z najnižjima vrednostma iz skupine z 
nižjimi vrednostmi meritev in dve meritvi z najvišjima vrednostma iz skupine z višjimi 
vrednostmi. Več stopenj obdelave podatkov in grafov za en eksperiment kompleksa K 
na celični liniji NUGC3 je prikazanih v Tabeli 11 in na Sliki 31. V Tabeli 12 pa so 








Slika 31: Primer grafičnih prikazov rezultatov za en eksperiment kompleksa K na celični liniji 
NUGC3. 
 
Tabela 12: Citotoksičnost spojin podana kot IC50 v µM. Navedene so povprečne vrednosti ± 
standardne deviacije, pridobljene z 2 ali s 3 neodvisnimi eksperimenti, pri katerih je vsak imel 
štiri replike za vsako koncentracijo (istočasno in v istih pogojih). Oznaka 'visoka' pomeni, da 
vrednost IC50 v enem ali dveh eksperimentih ni bila dosežena (bila bi nad 50 µM), v enem ali 
dveh drugih pa je bila pod 50 µM, zato aritmetične sredine ni mogoče določiti. 









26 ± 9 20 ± 3 visoka 35 ± 3 29 ± 7 40 ± 1 
C 19 ± 1 visoka visoka visoka visoka >50 
D 23 ± 6 32 ± 3 31 ± 13 >50 29 ± 16 visoka 




7 ± 3 3,6 ± 0,3 28 ± 8 27 ± 20 25 ± 16 visoka 
H 14 ± 3 6,5 ± 0,3 34,4 ± 0,5 visoka 36 ± 15 23 ± 13 
I 7 ± 3 visoka visoka visoka 17 ± 6 >50 
J 
N,N- 
3,4 ± 0,7 >50 7,3 ± 3 >50 4,8 ± 0,8 visoka 




Najnižje vrednosti IC50 in s tem najvišjo citotoksičnost sta izkazala kompleksa z  
N,N-veznima ligandoma. Najnižje vrednosti v vseh celičnih linijah je dosegel kompleks 
K z absolutno najnižjo vrednostjo 0,8 µM v celični liniji AGS, v kateri tudi kompleks J 
dosega svojo najnižjo vrednost, to je 3,4 µM (Slika 32). Vrednost IC75 pri kompleksu K 
je 1,3 µM, pri kompleksu J pa 5,2 µM. Če to primerjamo z rutenijevimi kompleksi, ki 
se že dlje časa raziskujejo, vidimo, da so ti rezultati zelo obetavni. Spojina KP1019, ki 
je dosegla klinična testiranja, ima namreč vrednost IC50 pri 33 µM v celični liniji raka 
na črevesju SW480[49]. Njena natrijeva sol (N)KP1339, ki je še uspešnejša v kliničnih 
testiranjih pa v celičnih linijah raka na črevesju dosega IC50 = 74,3 µM za linijo SW480 
in IC50 = 44,4 µM za linijo HCT116[42, 86]. Dejstvo pa je, da samo podatek o vrednosti 
IC50 ni edino merilo za uspešnost spojine. Šele nadaljnji testi potrdijo ali je spojina 
primerna in smiselna za nadaljnje raziskave. 
Opazimo lahko, da imata kompleksa z N,N-veznima ligandoma nižje vrednosti IC50 kot 
pa njuna prosta liganda. Enako velja za komplekse z diketonskimi ligandi (na primer 
kompleks C, prikazan na prvem grafu na Sliki 33) z izjemo kompleksa A in njegovega 
liganda pri testu na celični liniji AGS. Primeri primerjave med posameznim 
kompleksom in ligandom vsake skupine vezave so prikazani na Sliki 33. Ali je boljša 
citotoksičnost posledica rutenijeve spojine kot celote ali pa je rutenijev kompleks le 
učinkovito dostavno sredstvo, na tej stopnji raziskav še ne moremo ugotoviti. Če 
primerjamo kompleksa E in K, ki imata liganda z enakim konjugiranim sistemom (z 
derivatizacijo O,O-vezavnega mesta liganda L-E nastane N,N-vezni ligand L-K), 
spoznamo, da modifikacija vezavnega mesta bistveno izboljša citotoksičnost – 
kompleks K, ki ima N,N-vezni ligand, v celični liniji AGS dosega 30-krat nižjo 
vrednosti IC50 v primerjavi s kompleksom E, ki ima O,O-vezni ligand podobne 
strukture. V skupini kompleksov s hidroksikinolinskimi N,O-veznimi ligandi imata 
kompleksa G in H višje vrednosti IC50 in s tem nižjo citotoksičnost od njunih ligandov, 
kompleks I pa ravno obratno. Če primerjamo kompleksa G in H, ki se razlikujeta le v 
dolžini alifatske verige, opazimo, da ima nižjo vrednost IC50 kompleks G, ki ima krajšo 
verigo.  
Iz vsega navedenega lahko predvidevamo, da imajo kompleksi z različnimi vrstami 
liganda oziroma različnimi vezavami liganda na kovinski center različne mehanizme 




Slika 32: Grafi odvisnosti viabilnosti rakavih celic od koncentracije kompleksa J (v prvi vrsti) in kompleksa K (v drugi vrsti) po posameznih celičnih 




Slika 33: Primerjava grafov odvisnosti viabilnosti rakavih celic linije AGS od koncentracije kompleksa (rdeča črta) in njegovega prostega liganda 




Pripravljanje celic v 3D-obliki, npr. v obliki sferoidov, v primerjavi z dvodimenzionalni 
(2D) kulturami, kakršne sem uporabila za test citotoksičnosti in preučevanje prisotnih 
proteinov, bolj reprezentativno predstavlja in vivo pogoje, saj so sferoidi podobne oblike 
kot tumorske tvorbe. Raziskave na 3D-celičnih linijah predstavljajo pomemben vmesni 
korak med tradicionalnimi tehnikami z dvodimenzionalnimi enoplastnimi celičnimi 
kulturami in poskusi na živalih[87, 88], zato sem na celicah linije NUGC3 izvedla en 
takšen preliminaren eksperiment. 
Na Sliki 34 vidimo, da sam ligand L-J, s katerim je bil sintetiziran kompleks J, nima 
negativnega vpliva na rast rakavih celic v sferoidih celične linije NUGC3 pri 
koncentracijah nižjih od 50 µM, kar smo spoznali že pri testu citotoksičnosti v  
2D-kulturah (Tabela 12).  
 
 
Slika 34: Stolpčni diagram prikaza odvisnosti celične viabilnosti v sferoidih od koncentracije 
liganda L-J. 
 
Na Sliki 35 je očitno, da viabilnost celic pade pod 50 % med koncentracijama 10 in  
20 µM pri eksperimentu s kompleksom J, pri eksperimentu s kompleksom K pa že med 
koncentracijama 5 in 10 µM (Slika 36). Navedeni kvantitativni podatki sicer niso 
najbolj optimalni, se pa ujemajo s fotografijami sferoidov, posnetimi z mikroskopom po 
enotedenski izpostavljenosti celic izbranim spojinam (Tabela 13). Na fotografijah 
vidimo, da sferoidi, ki so bili v raztopini kompleksa J s koncentracijo višjo od 10 µM, 
postanejo manjši in kompaktnejši, podobno velja za celice, izpostavljene kompleksu K 
v koncentracijah nad 5 µM. Sferoidi, ki so bili izpostavljeni različnim koncentracijam 























kvantitativne podatke, bi bilo koristno eksperiment še optimizirati in izvesti več 
ponovitev tega testa. 
 
 










































Tabela 13: Fotografije sferoidov celične linije NUGC3 pod mikroskopom (40-kratna povečava) po enotedenski izpostavljenosti ligandu L-J, 





4.9 Prenos Western 
Iz poznavanja proteinov, prisotnih v celici pri določenih pogojih, lahko dobimo 
pomembne informacije o vplivu okolja, v tem primeru o vplivu prisotnosti spojin na 
delovanje celice pa tudi o odzivu celice na stres, ki ga povzroči sprememba okolja. Da 
bi pridobila te informacije, sem uporabila metodo prenosa Western, ki je imunološka 
metoda za detekcijo proteinov, separiranih z elektroforezo[74]. 
Celice linije AGS so bile različnim koncentracijam kompleksov J in K izpostavljene 
različno dolgo časa (čez noč, 6 h ali 24 h). V nekaterih primerih z ekstrakcijo nisem 
pridobila zadostne količine proteinov, zato rezultati za vse pogoje niso navedeni. V 
prvih dveh neodvisnih eksperimentih so bile celice čez noč izpostavljene določenim 
koncentracijam kompleksov J in K, kontrolna skupina (CTL) pa je bila inkubirana le v 
mediju enako dolgo časa. Rezultati so prikazani na Sliki 37. Na membranah vidimo 
signale proteinov ATF4 pri vseh vzorcih, katerih celice so bile izpostavljene 
kompleksoma J in K, v kontrolni skupini pa tega signala ni, kar pomeni, da oba 
kompleksa inducirata izražanje proteina ATF4. Iz tega lahko sklepamo, da ti dve spojini 




Slika 37: Vizualizacija membran dveh eksperimentov, ki sta potekala čez noč. 
 
Za eksperimenta z inkubacijskima dobama 6 h in 24 h smo izbrali drugačne 
koncentracije za lažjo primerjavo med spojinama. Vizualizacije membran so prikazane 
na Sliki 38. Ker je doziranje v žepke gela težavno in včasih ni možno zagotoviti, da je v 
vsakem žepku enaka masa proteinov, je na Slikah 39 in 40 za vsak pogoj prikazano 
razmerje med intenzivnostjo signala izbranega proteina (torej ATF4 ali p53) in 
intenzivnostjo signala proteina GAPDH primerjano s kontrolo, pri kateri je to razmerje 
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1. Na Sliki 39, ki predstavlja rezultate za protein ATF4 vidimo, da je pri obeh 
kompleksih izražanje proteina večje pri višjih koncentracijah. Pri kompleksu K s 
koncentracijo 1 µM je po 24 h razmerje med signaloma kar 44-krat večje kot pri 
kontrolnem vzorcu, kar predstavlja močno izražanje proteina ATF4 zaradi vpliva 
kompleksov K in J. Za protein p53 (Slika 40) po 6-urni inkubaciji opazimo le majhne 
spremembe, po 24-urni inkubaciji pa znatnih sprememb ni, torej kompleksa v takšnih 
pogojih ne vplivata bistveno na izražanje proteina p53 v rakavih celicah. 
 
 
Slika 38: Vizualizacija membran eksperimentov z inkubacijskima dobama 6 h in 24 h. 
 
 
Slika 39: Razmerje med intenzivnostjo signala za proteina ATF4 in GAPDH, primerjano s 
kontrolo. Ekstrakcija je bila izvedena po 6- in 24-urni izpostavljenosti rakavih celic z različnim 



















Slika 40: Razmerje med intenzivnostjo signala za proteina p53 in GAPDH, primerjano s 
kontrolo. Ekstrakcija je bila izvedena po 6- in 24-urni izpostavljenosti rakavih celic različnim 




















V okviru magistrskega dela sem uspešno sintetizirala enajst novih rutenijevih 
koordinacijskih spojin. Kot reaktante za sintezo sem uporabila dvovezne ligande treh 
vrst: O,O-vezne β-diketone, N,O-vezne 8-hidroksikinoline in N,N-vezne 
pirazolilpiridine. Ligand za sintezo kompleksa A sem pripravila sama po objavljenem 
postopku z modifikacijami, ligandi za sintezo kompleksov B, C in D so bili sintetizirani 
v sklopu raziskovalne skupine prof. dr. Šketa na FKKT UL, vse ostale pa sem dobila od 
prof. dr. Vougioukalakisa z Univerze v Atenah. 
Izhodna reaktanta vsake reakcije sta bila RuCYM in ustrezen ligand. Sinteza 
kompleksov z O,O-veznimi ligandi (kompleksi A, B, C, D, E in F) je potekala v temi v 
mešanici metanola in diklorometana z natrijevim metoksidom kot bazo. Sinteza 
kompleksov s hidroksikinolini (kompleksi G, H in I) je potekala 1–2 dneva pri sobni 
temperaturi v acetonu in z natrijevim acetatom trihidratom kot bazo. Sinteza 
kompleksov z N,N-veznimi ligandi (kompleksa J in K) je potekala čez noč v mešanici 
kloroforma in metanola s soljo KPF6 kot virom protiionov. Na začetku nekaterih sintez 
sem reakcijsko zmes segrela do vrenja ali refluktirala 4 h, nato pa pustila mešati na 
magnetnem mešalu pri sobni temperaturi. Sintezi je sledila izolacija s filtracijo na 
mikronuči in obarjanjem, v primeru kompleksa D pa še čiščenje s kolonsko 
kromatografijo. 
Sintetizirane spojine sem ustrezno okarakterizirala z metodami spektroskopije NMR, 
masne spektrometrije, infrardeče spektroskopije, elementne analize in spektroskopije 
UV-Vis. Uporabljene metode so potrdile nastanek pričakovanih produktov, s 
spektroskopijo NMR in elementno analizo pa sem preverila tudi čistost sintetiziranih 
spojin. Meritve elementne analize devetih sintetiziranih kompleksov so od teoretičnih 
podatkov odstopale za manj kot 0,5 odstotne točke, kar pomeni, da so te spojine dovolj 
čiste za biološka testiranja.  
Pridobila sem tudi kristale treh kompleksov z β-diketonskimi ligandi (kompleksi A, D 
in E), za katere so bile posnete rentgenske strukture, ki so potrdile, da imajo ti 
kompleksi psevdooktaedrično strukturo in konformacijo klavirskega stola. Strukture so 
podobne že znanim rutenijevim kompleksom z diketonati. Kristalov ostalih spojin mi v 
času izvajanja magistrske naloge ni uspelo pripraviti. 
Z izbranimi devetimi kompleksi in njihovimi ligandi sem opravila biološke teste v 
raziskovalni skupini prof. dr. Gaiddona na francoskem inštitutu Inserm U1113 v 
Strasbourgu. Opravila sem teste citotoksičnosti na treh celičnih linijah raka na želodcu: 
AGS, NUGC3 in KATO-III. Testiranja so pokazala, da vezava β-diketonov (razen 
liganda L-A na celični liniji AGS) in pirazolilpiridinov v rutenijev(II) kompleks 
bistveno izboljša citotoksičnost. Zelo visoko citotoksičnost (še posebej na celični liniji 
AGS) sta izkazala kompleksa J in K, ki vsebujeta N,N-vezna liganda. Vrednost IC50 
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kompleksa K na celični liniji AGS znaša 0,8 µM. S tem in s primerjavo citotoksičnosti 
kompleksov E in K sem ugotovila, da modifikacija vezavnega mesta in s tem tudi 
naboja rutenijeve zvrsti vpliva na biološko aktivnost, saj kompleksi z N,N-veznimi 
ligandi dosegajo mnogo nižje vrednosti IC50 kot kompleksi z O,O-veznimi ligandi. 
Z namenom preučevanja mehanizma delovanja najuspešnejših dveh spojin sem želela 
preveriti prisotnost nekaterih značilnih proteinov (ATF4 in p53) v celicah, ki so bile 
izpostavljene kompleksoma J in K. Metoda prenosa Western je pokazala povečano 
izražanje proteina ATF4, ki je pokazatelj ER-stresa, zato lahko sklepamo, da ti dve 
spojini verjetno inducirata ER-stres in tudi preko tega mehanizma otežita rast rakavih 
celic. Za kompleksa J in K je bil na celični liniji NUGC3 opravljen tudi test 
citotoksičnosti v 3D celični kulturi (sferoidi). 
Zaradi visoke stopnje citotoksičnosti se bo raziskovanje delovanja kompleksov J in K 
na inštitutu Inserm U1113 nadaljevalo, predvidoma bosta udeležena v in vivo študijah. 
Da pa bi bolje razumeli mehanizme delovanja bi bilo potrebno izvesti še več 
eksperimentov prenosa Western, se katerimi bi preverjali izražanje drugih proteinov, 
npr. kaspaz. Poleg tega je potrebno z metodo verižne reakcije s polimerazo – PCR (ang. 
polymerase chain reaction) preučiti prisotnost izraženih genov v celicah, izpostavljenih 
tema dvema spojinama, zanimivo pa bi bilo tudi spremljati nastanek reaktivnih 
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Priloge B: Masni spektri sintetiziranih spojin 
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